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El presente trabajo constituye una contribución básica al desarrollo de biocataJizadores 
fundamentados en células de microorganismos en reposo, para la obtención de aminoácidos. 
Para ello, se realizó el aislamiento, selección e identificación de cepas microbianas en las 
cuáles se indujo por métodos fisiológicos, la sobreproducción de la enzima intracelular 
aspartatoamoníacoliasa o aspartasa, la cuál cataliza la formación del ácido L-aspártico a partir 
de ácido fumárico e hidróxido de amonio. Se establecieron las condiciones óptimas de cultivo 
bajo las cuáles, los biocatalizadores obtenidos presentaron los valores más altos de actividad 
enzimàtica aspartasa. Se estudiaron diferentes medios para la propagación de las células 
microbianas, se investigó el efecto de cada uno de los componentes del medio líquido sobre la 
expresión de la actividad enzimàtica aspartasa estudiando cada componente a diferentes 
concentraciones. Se logró definir el tiempo de incubación bajo el cuál, los biocatalizadores 
expresan en forma máxima la actividad enzimàtica de interés; asimismo, se estableció la 
concentración óptima de plasmolizador (tolueno), el cuál es utilizado en esta reacción para 
aumentar la permeabilidad de la membrana y facilitar el transporte de los sustratos y 
productos de la reacción sin que haya una lisis total de las células microbianas. Además, se 
determinó la actividad metabòlica de las células microbianas utilizando un antibiótico, el 
cloramfenicol, tanto durante el crecimiento celular como en el proceso de bíotransformación 
en sí. Todos los experimentos se realizaron en reactores tipo batch; el curso de la reacción en 
el tiempo, fue monitoreado por el cambio en la concentración del sustrato mediante 
espectro fotometri a. 
La realización de esta investigación, nos permitió obtener dos cepas bacterianas con alta 
actividad enzimàtica aspartatoamoníacoliasa: Bacillus cereus (510 U) y Enterobacter cloacae 
(600 U) con tiempos óptimos de incubación de 6 h y 12 h respectivamente, 
Es importante mencionar que algunos resultados del presente trabajo de investigación 
fueron evaluados y expuestos en el VII Congreso Nacional de Biotecnología y Bioingeniería y 
II Simposio Internacional de Ingeniería de Bioprocesos. Además se aceptó para su publicación 
el artículo "'Optimization of aspartateammonia lyase production by Bacillus cereus''' en el 
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology (USA). 
I N T R O D U C C I Ó N 
A N T E C E D E N T E S . 
Los descubrimientos científicos de los últimos veinte años, han permitido al hombre tener un 
entendimiento mas profundo y creciente de la materia viva, lo cuál ha originado la 
oportunidad de imaginar y generar nuevos usos de estos conocimientos para mejorar la 
calidad de vida, aumentar la salud pública y contribuir al crecimiento económico. 
Es un hecho indiscutible que en los t iempos modernos, la contaminación del medio 
ambiente originada principalmente por las metodologías tradicionales de obtención de 
diversos productos, el alto costo de estos y el agotamiento de los recursos naturales, han 
obligado al hombre a buscar en la propia naturaleza los cambios y mecanismos que rigen las 
transformaciones biológicas. En relación con esto, ha enfocado su interés en procesos en los 
cuáles se utiliza la actividad vital de los organismos, principalmente los microorganismos, 
encontrando nuevas estrategias de sobreproducción mediante la regulación y control de rutas 
metabólicas microbianas, usando las herramientas que proporcionan la biología celular y 
molecular modernas y desarrollando procesos biocatalíticos y biotranformaciones 
microbianas mas que procesos relacionados con la catálisis química convencional. 
Indudablemente, esta es una área muy actual que se espera tenga un gran impacto sobre el 
desarrollo tecnológico para la obtención de diferentes productos16. 
La biocatálisis comprende las transformaciones efectuadas por las enzimas estereo- y 
sustrato específicas, que desde un punto de vista catalítico, son muy superiores a los 
catalizadores químicos ordinarios. Actualmente, las enzimas son obtenidas principalmente de 
células microbianas de las que pueden ser aisladas y purificadas o permanecer en su interior, 
de tal manera que la célula completa puede ser utilizada como un sistema 
biocatalítico16 81 "156- l 6 0(Ruban et.al.1968). Estos biocatalizadores pueden emplearse ya sea en 
forma nativa o inmovilizada en soportes o matrices de diferente naturaleza1 . Lo anterior ha 
impulsado el desarrollo de la ingeniería enzimàtica que es un pilar fundamental del 
conocimiento de la biotecnología en general, la cuál se ha consolidado con el desarrollo de 
nuevos t ipos de catalizadores que se distinguen por su alta actividad, especificidad y 
estabilidad. Esto ha traído consigo el fortalecimiento de la catálisis heterogénea, así como 
también a los procesos de flujo continuo que facilitan la separación del producto terminado. 
La utilización de los microorganismos en calidad de sistemas multienzimáticos activos, 
capaces de traducir sustancias orgánicas exógenas en una diversidad de productos útiles y en 
sustancias fisiológicamente activas, esta fundamentada en que estos pueden realizar, en una 
sola etapa, transformaciones importantes que normalmente requieren durante la síntesis, de 
veinte etapas químicas. Además, se logran realizar fácilmente reacciones que son difíciles o 
que por el momento no se efectúan por los métodos de síntesis química. En los últimos quince 
años, se han demostrado claramente las ventajas del método de transformación 
microbiològica frente a las reacciones químicas, la posibilidad de cambios finos de moléculas 
complejas, la comodidad y economía de los procesos tecnológicos, etc. 
En relación con esto, se ha despertado un gran interés por utilizar células completas de 
microorganismos como biocatalizadores en los procesos biotecnológicos para la obtención de 
productos destinados a la industria alimentaria, farmacéutica, agrícola, 
eteIIJ2JOJ7.75.83.M.ICMJ30.1«.156.164_ ^ m ó n d e ^ ^ ^ ^ b a s a d a e n f a c i l i d a d c o n q u e ^ 
logra aumentar la cantidad de enzima sintetizada por el microorganismo, como respuesta a la 
presencia en el medio de cultivo de diferentes sustancias químicas que pueden utilizar como 
nutrientes; y además, de expresar una nueva actividad enzimàtica o de reforzar alguna que ya 
existía en dichas células. De esta manera, ha sido posible aumentar hasta 1000 veces el nivel 
de enzimas que participan en rutas catabólicas y en varios cientos, el nivel de enzimas 
anabólicas. Todo esto, está relacionado con cambios en los mecanismos reguladores del 
metabolismo microbiano que comprenden la formación inducida de enzimas o el 
reforzamiento de alguna enzima de interés ya existente en un microorganismos dado; lo que 
también puede ser logrado por manipulaciones genéticas. Uno de los elementos claves para 
utilizar células de microorganismos como catalizadores, es el cambio selectivo de la 
permeabilidad de la pared celular y de la membrana citoplasmática para los sustratos y 
productos de la reacción que catalizan. Por otra parte, el empleo de células completas como 
catalizadores de los procesos enzimáticos, excluye el proceso laborioso y caro de la extracción 
y purificación de la enzima; además de que se eleva en gran medida la estabilidad del 
biocatalizador ya que la enzima se encuentra en su microamobiente y puede también ser 
utilizada en forma múltiple. Otro aspecto importante, es la economía relativa del cultivo de 
microorganismos a nivel industrial utilizando medios de cultivo con un valor no muy elevado 
y además, la velocidad de crecimiento tan alta que tienen los microorganismos. 
Una de las aplicaciones con expectativas favorables en esta área, es la biosíntesis de 
aminoácidos, principalmente de forma L. En la actualidad se han obtenido ya preparados 
bastante estables de catalizadores bioorgánicos para la obtención de una serie de L-
aminoácidos: tirosina, triptofano, ácido aspártico, citrulina, lisina, dihidroxífenilalanina, 
_ 76.78.84.144.146.164.165 
etc 
El catabolismo al que son sometidos la mayoría de los aminoácidos, se inicia con la 
disociación del grupo amino a - , ya sea por transaminación o por oxidación. En las reacciones 
de transaminación. participan los aminoácidos: alanina, arginina, aspártico, valina, isoleucma, 
lisina, tirosina, tirptofano, fenilalanina, cisteína; asimismo, los siguientes cetoácidos: pirúvico, 
a-cetoglutárico o el oxalacético. En este caso, el grupo amino a se transfiere al átomo de 
carbono a de uno de los cetoácidos mencionados. Como resultado, el grupo amino cambia de 
lugar con el cetogrupo. 
En las reacciones de desaminación, el amoniaco se separa del aminoácido 
correspondiente en forma directa, hidrolítica u oxidativa. Como resultado de la desaminación 
directa, se forman sustancias insaturadas: 
R — CH 2 — C H — C O O H > N H i + R — C H = C H — COOH 
I 
N H 2 
En el caso de desaminación hidrolítica, se forma amoníaco y oxiácidos: 
R — C H — C O O H >NH 3 + R — C H — COOH I I 
N H 2 O H 
En algunos microorganismos, este tipo de desaminación ocurre al mismo tiempo con la 
descarboxilación del mismo aminoácido. 
La desaminación oxidativa que esta más difundida es la que ocurre con formación de 
cetoácidos: 
R — C H — C O O H >NH 3 + R — C H — COOH 
I li 
NH 2 O 
Además de estas reacciones catabólicas, los aminoácidos pueden ser sometidos también 
a descarboxilación formando C 0 2 y aminas biogénicas. 
Cualquier transformación de los aminoácidos por las reacciones indicadas arriba, 
concluye en que su esqueleto carbonado, va a entrar en la composición del ácido pirúvico o de 
la Acetil CoA. introduciéndose también en el metabolismo de carbohidratos y de lípidos. 
Los aminoácidos han encontrado en los últimos años una amplia aplicación en distintas 
áreas de la economía y medicina. Tienen un valor fundamental en la composición de los 
alimentos balanceados; son empleados como aditivos tanto en la industria alimentaria como 
en la alimentación para ganado. C o m o aditivos en alimentos, con mas frecuencia se utilizan 
Usina y metionina. El glutamato de sodio y la glicina se utilizan como sustancias aromáticas 
para reforzar y mejorar el sabor de los alimentos; la glicina proporciona un sabor dulce. Se 
utiliza para la preparación de bebidas dulces y presenta también un efecto bactericida. La 
cisterna evita que se quemen los alimentos, mejora el sabor en la elaboración de pan y se 
emplea para dar sabor y aroma a los alimentos preparados a base de carne. 
En los últimos años, la cantidad de aminoácidos que es agregada a los materiales 
alimenticios para los animales, ha aumentado hasta 20 veces. Cerca del 60% de la cantidad 
total de aminoácidos obtenidos en la industria, es utilizada en ganadería, 30% en la industria 
alimentaria y 10% en medicina, cosméticos y en investigación. 
La arginina en combinación con aspartato o glutamato, se utiliza para tratar 
enfermedades del hígado; permite además que aumente la actividad del sistema inmunológico 
después de una operación. El aspartato de Na-K. disminuye la fatiga cardíaca; es recomendado 
también para tratar enfermedades del hígado y en la diabetes. La cisteína protege de la 
oxidación a las enzimas-SH en el hígado y en otros tejidos y tiene una acción desintoxicante; 
expresa también un efecto defensivo contra los daños ocasionados por radiación. El triptofano 
es un agente antidepresor utilizándose también en el tratamiento del alcoholismo. 
La dihidroxifenilalanina (DOPA) y la fenilalanina, son utilizados en el tratamiento del 
mal de Parkinson; su análogo, 5-hidroxil-L-triptofano, se emplea como un medicamento 
psicoterapéutico. A partir de los poliaminoácidos, se obtiene un excelente material para 
cirugía, el cuál es también utilizado como sustituto de piel humana en el tratamiento de las 
quemaduras. A partir de aminoácidos, se preparan también edulcorantes, por ejemplo, el éter 
metílico de L-asparti 1-L-fenilalanina o aspartame141*142, el cuál es 150 veces mas dulce que la 
glucosa. Con el aspartame, se logra disminuir hasta 95% las calorías de una serie de productos 
alimenticios sin alterar su sabor. Los aminoácidos se utilizan también en la preparación de 
cosméticos; para mantener la función normal de la piel. La cisteína se utiliza también en la 
elaboración de shampoo1 6 0 . 
De esta manera, la aplicación de los aminoácidos en las distintas áreas de la economía, 
es bastante variada; sin embargo está limitada por su nivel de producción. Actualmente, el 
nivel mundial de la producción de aminoácidos alcanza varios millones de toneladas al año y 
la mayor producción está dirigida a: ácido glutámico, L-lisina, DL-metionina, ácido L-
, • - 5 .22.97.121.153 aspartico y glicina 
O B J E T I V O S 
1. Aislar e identificar microorganismos que puedan ser inducidos a sobreproducir la enzima 
intracelular aspartatoamoníacoliasa para la síntesis del aminoácido L- aspártico. 
2. Establecer un medio de cultivo con condiciones bien definidas y reproducibles para el 
desarrollo máximo de la actividad enzimàtica aspartasa en las células microbianas obtenidas. 
3. Establecer el t iempo óptimo de incubación en un cultivo periódico, en el cuál, los 
biocatal izado res (células microbianas) desarrollados expresen la máxima actividad enzimàtica 
aspartatoamoníacoliasa. 
4. Optimizar la concentración de un solvente de naturaleza orgánica que se utilizará como 
plasmolizador (tolueno), para aumentar la permeabilidad de la pared celular y membrana 
citoplasmàtica, lo que permitirá minimizar los problemas de difusión que normalmente se 
presentan al utilizar células de microorganismos completas como catalizadores en diferentes 
procesos biotecnológicos. 
5. Demostrar que cuando las células microbianas son utilizadas en procesos de 
biotransformación como el presente, tienen un metabolismo alterado por no encontrarse en 
condiciones fisiológicas adecuadas para su desarrollo, crecimiento y reproducción. 
H I P Ó T E S I S 
Existe la opinión de que, a partir de las células microbianas, se pueden obtener cualquiera de 
las enzimas conocidas y de que es posible reforzar su capacidad hacia la síntesis de enzimas 
mediante procesos de selección, obteniendo formas mutantes altamente productoras. La 
cantidad y composición de las enzimas sintetizadas por la célula depende de las propiedades 
hereditarias de dicho organismo; aunque independientemente del determinante papel del 
factor genético en la biosíntesis de enzimas, la eficiencia de los procesos tecnológicos 
esenciales para cada enzima depende, y no en último lugar, de la composición del medio 
nutritivo, teniendo en cuenta la presencia en este, no solamente de las fuentes de carbono, 
nitrógeno, fósforo y otros elementos sino también, de sustancias que juegan el papel de 
inductores o de represores de la biosíntesis de una enzima dada o de su grupo. En este sentido, 
en el desarrollo del presente trabajo de investigación, para dirigir el metabolismo de 
microorganismos aislados, hacia la sobreproducción de la enzima aspartatoamoníacoliasa, 
además de los nutrientes necesarios para el crecimiento y multiplicación celular, se utilizará el 
ácido L-aspártico como inductor para aumentar la producción de esta enzima que cataliza la 
aminación reversible del ácido fumárico con amoníaco para formar ácido L-aspártico. 
Considerando además, que los metabolitos primarios (enzimas) son formados durante la 
trofofase, se utilizará un inhibidor de la síntesis de proteína para comprobar esta hipótesis y el 
hecho de que las células en reposo que se utilizan como catalizadores en las 
biotransformac iones microbianas, son células que conservan la mayor parte de las actividades 
enzimáticas pero que no toman el sustrato a transformar como fuente de carbono o energía. 
J U S T I F I C A C I Ó N C I E N T Í F I C A 
El desarrollo del presente trabajo de tesis, constituye la base de un proyecto de 
investigación que tiene como objetivo general, la síntesis de L-aminoácidos: ácido L-
aspártico, L-tirosina y L-3,4 dihidroxifenilalanina mediante células de microorganismos con 
actividad aspartatoamoníacoliasa y tirosinfenoliasa respectivamente. Este proyecto pretende 
establecer las bases científicas y tecnológicas de producción de estos aminoácidos por primera 
vez en nuestro país y crear modelos que expliquen el uso de células de microorganismos 
como catalizadores en los procesos biotecnológicos, lo que implica la comprensión del 
mecanismo de acción de las enzimas y de sus características reguladoras en el proceso de 
actividad vital de dichas células microbianas. 
R E V I S I Ó N D E L I T E R A T U R A 
C A P Í T U L O I 
1.1 M É T O D O S D E S Í N T E S I S DE A M I N O Á C I D O S 
Muchas áreas de la economía nacional como la industria alimentaria, farmacéutica, la 
agricultura, el área de salud y la síntesis orgánica fina, tienen requerimientos cada vez mas 
elevados de los preparados de aminoácidos en la forma L-11. La producción de aminoácidos 
en el mundo, aumenta constantemente y en la actualidad es de aproximadamente 500,000 ton. 
anuales2. Los aminoácidos, al igual que muchas otras sustancias biológicamente activas, 
pueden ser obtenidos por métodos químicos o biológicos y la selección de una ruta concreta 
para su obtención, es determinada generalmente por la efectividad económica comparativa 
entre los métodos de producción químicos y biológicos22; aunque en muchos casos, en la 
práctica, se utiliza tecnología que comprende la combinación de los dos tipos de producción. 
Los métodos fundamentales de obtención de aminoácidos son los siguientes5: 
a) Extracción a partir de hidrolizados protéicos de materiales vegetales o animales. 
b) Síntesis química. 
c) Síntesis microbiològica por células en crecimiento o fermentación. 
d) Síntesis enzimàtica, utilizando enzimas purificadas o células de microorganismos. 
1.1,1. E X T R A C C I Ó N DE A M I N O Á C I D O S A P A R T I R D E H I D R O L I Z A D O S 
P R O T É I C O S D E M A T E R I A L E S V E G E T A L E S O A N I M A L E S . 
Esta metodología es una de las más simples para la obtención de aminoácidos1 0 5 y es posible 
aplicarla solamente cuando estos tienen propiedades bastante diferentes entre sí; por ejemplo, 
cisteina y tirosina debido a su ba ja solubilidad en su punto isoeléctrico, se separan fácilmente 
de los aminoácidos que son solubles en agua. 
Las proteínas de origen vegetal o animal que constituyen la materia prima, son 
sometidas a hidrólisis àcida, básica o enzimàtica con tripsina. La materia prima que es 
utilizada para este objetivo la constituyen, además de material vegetal, residuos queratínicos 
de la industria de la carne, pescado, industria ligera (lana, plumas, pezuñas, cuernos, etc.) los 
cuáles contienen hasta un 90% de proteína. 
La hidrólisis àcida resulta ser la más efectiva en comparación con la hidrólisis básica o 
enzimàtica; la disociación completa de las proteínas ocurre en un tiempo muy corto y no 
existe la racemización de los aminoácidos; sin embargo, la hidrólisis àcida tiene una 
desventaja, la destrucción del triptofano. La separación total de los aminoácidos se realiza 
solamente después de una eliminación completa de las sustancias minerales. El rendimiento 
llega a ser de un 60-65% y la pureza, no menos del 99%62 . 
En los países del sureste de Asia, por ejemplo, se obtiene monoglutamato de sodio a 
partir de la harina de soya sin grasa; en Estados Unidos, fue descrito un método de obtención 
de aminoácidos a partir de la cascarilla de trigo y del gluten del maíz residual después del 
lavado del almidón. 
La desventaja fundamental del método de extracción, es la limitación y no-
estandarización de las materias primas, el empleo irracional de estas (las cuáles puede tener 
una utilización mejor como producto alimenticio en ganadería, particularmente cuando se 
trata de materia prima vegetal); las múltiples etapas del tratamiento químico relacionadas con 
la separación y purificación de los aminoácidos, etc. Debido a estas consideraciones, la 
extracción de aminoácidos por este procedimiento, no es económicamente favorable22. 
1.1.2. S Í N T E S I S Q U Í M I C A D E A M I N O Á C I D O S . 
En la actualidad, se ha realizado la producción industrial de muchos aminoácidos por síntesis 
orgánica, ya que mediante este método es posible obtener sustancias con cualquier estructura 
química y organizar una producción continua altamente automatizada124 . De esta manera, se 
produce D.L-metionina, ácido glutámico, lisina, triptofano, treonina, glicina y algunos otros 
aminoácidos con un alto rendimiento y un alto grado de pureza química. Sin embargo, este 
método tiene una serie de desventaja esenciales, siendo la más importante la formación de 
racematos (mezclas equivalentes de formas L- y D- de aminoácidos), los cuales requieren de 
una purificación posterior muy costosa y compleja que dificulta la producción de varias 
toneladas. La producción de aminoácidos destinados a la alimentación, está basada 
únicamente en la forma L- biológicamente activa de los aminoácidos y por lo tanto, la 
presencia de formas D siempre es indeseable no solo porque es un remanente que no es 
asimilado por el organismo humano ni animal, sino también porque en algunos aminoácidos 
tiene propiedades tóxicas. La excepción la constituyen la glicina y metionina; para el primero, 
no existe el isómero ópticamente activo y para el segundo, las formas D- y L- son asimiladas 
de igual manera por el organismo. 
- Ejemplos de producción de aminoácidos por síntesis química: 
1) Obtención de D,L-metionina a partir de acroleína. Es un proceso bastante complejo y de 
múltiples etapas. Para la producción de una tonelada de D,L-metionina se consumen, 
aproximadamente 0.6 ton. de acroleína y la separación del racemato no está considerada. 
2) Obtención de D,L-triptofano a partir del indol y éter nitroacético. 
3) Obtención de L-glutamato de sodio a partir de acronitrilo. El racemato que se forma es 
más soluble que cada uno de los isómeros por separado; así que para la separación de la 
forma L- de una solución saturada, se añaden cristales de glutamato de sodio. 
4) Obtención de L-lisina a partir de ciclohexanona. La separación del racemato que se forma, 
está basada en la diferente solubilidad de las sales que son obtenidas al reaccionar este 
con el ácido pirúvico. Después de la separación de los isómeros D- y L- de la lisina, las 
sales se destruyen, la forma L- se libera del ácido L-pirúvico con ayuda de columnas de 
intercambio iónico. 
5) Síntesis química de DOPA a partir del ácido 3-metoxi-4-oxiacetilcorísmico, iniciando la 
reacción con éter nitroacético. 
Los ejemplos mencionados de producción de aminoácidos por el método de síntesis 
orgánica sugieren una gran cantidad de operaciones tecnológicas y la realización de cada una 
de ellas requiere de equipo especializado y básico para el control del proceso. La tecnología 
de dicha producción, en la mayoría de los casos, está orientada a la utilización de sustancias 
bastante tóxicas, de reactivos con un alto grado de pureza y la subsecuente separación de los 
racematos formados. Para superar todas estas desventajas del método químico para la 
producción de aminoácidos, constantemente se buscan nuevas rutas de obtención y se 
perfeccionan los métodos de separación de los componentes de la mezcla r acémica" y los 
métodos de tranformación de la forma D- en L-. 
Entre los métodos fisicoquímicos de separación de los racematos de aminoácidos se 
utilizan la cristalización selectiva y cromatografía estereoselectiva10,36,146. El método de 
cromatografía estereoselectiva permite separar completamente los racematos en un tiempo 
comparable al que se lleva el análisis de aminoácidos en cromatografía líquido gaseosa, pero a 
diferencia de ésta no requiere una modificación química previa de los aminoácidos. Las 
desventajas de la cromatografía estereoespecífica son la especificidad limitada y las 
soluciones bastante diluidas en la salida de la columna5 1 2 9- El D-aminoácido obtenido, se 
racemiza en el correspondiente L-isómero al calentarlo en presencia de bases o de ácidos. La 
mayoría de los aminoácidos se racemizan en presencia de un exceso de anhídrido acético en 
solución de ácido acético a temperatura ambiente. 
En los últimos años, se ha logrado avanzar en el área de síntesis asimétrica de 
aminoácidos que permite desplazar la separación óptica de los aminoácidos racémicos5 . Un 
nuevo enfoque a este problema llegó a ser posible gracias al descubrimiento de la hidratación 
catalítica homogénea de olefinas con ayuda de complejos de rodio con ligandos fosfínicos y la 
elaboración de rutas de síntesis de fosfinas quirales. La aplicación de complejos de rodio con 
fosfinas quirales en calidad de catalizadores homogéneos para la hidratación de ácidos N-
acilaminoacrílicos, permitió realizar la síntesis asimétrica de a-aminoácidos con un alto grado 
de estereoespecificidad y un alto rendimiento. 
La utilización de aminoácidos obtenidos por síntesis química en la industria alimentaria 
en general y en medicina, tiene aún un problema técnico esencial; la liberación completa del 
producto terminado de posibles derivados tóxicos. 
En los últimos años, se han conjugado los métodos de síntesis química y microbiológica 
para dar lugar a una metodología que utiliza materia prima o sustancias iniciales que son 
producto de procesos químicos y la etapa final es realizada por la actividad de sistemas 
enzimáticos de las cepas microbianas respectivas5. Como ejemplo de este tipo de procesos, 
podemos mencionar la separación de las mezclas racémicas de aminoácidos mediante la 
enzima aminoacilasa inmovilizada35, la cuál se utiliza en Japón desde 1969 para producir, a 
nivel industrial, valina, metionina fenilalanina y algunos otros; además de la racemización de 
los D-aminoácidos con racemasas de origen microbiano. La racemasa que más se ha 
encontrado en bacterias y otros aminoácidos y la mas estudiada es la racemasa de D-
alanina69 '117 '146- Se conoce también la racemasa de treonina, metionina, leucina, prolina122 , de 
fenilalanina158 . 
1 .13. S I N T E S I S M I C R O B I O L Ó G I C A O F E R M E N T A C I Ó N . 
El método microbiológico de síntesis de aminoácidos está fundamentado en que los 
microorganismos sintetizan estas sustancias en forma natural como productos primarios del 
anabolismo para la elaboración de sus propias proteínas y como sustratos para la formación de 
otros compuestos; esto lo efectúan mediante una fermentación directa a partir de la fuente 
principal de carbono, la cual puede ser glucosa, hidrolizados de almidón, melaza, 
etc""'9*'1"4 '1 4 6; sin embargo, su producción está sujeta a un estricto control metabólico. lo que 
significa que para objetivos industriales, la selección de cepas hiperproductoras tiene un 
significado muy importante. 
Los microorganismos que generalmente se utilizan para la producción de aminoácidos, 
se subdividen en cuatro grupos: a) cepas silvestres, b) mutantes auxótrofos, c) imitantes 
reguladores y d) cepas mejoradas por ingeniería genética 37-38-42-161 
Entre las cepas silvestres que en forma normal excretan aminoácidos están: 
Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium lactofermentum y Brevibacterium flavum\ la 
primera de ellas puede formar mas de 30 g/1 de ácido glutámico y segregado al medio 
Estas cepas requieren biotina y tienen una actividad muy debilitada del complejo a -
cetoglutarato deshidrogenasa que es el responsable de la transformación del ácido a -
cetoglutárico en ácido succínico. La sobreproducción del ácido glutámico está relacionada 
entonces, con la ausencia o defecto del complejo a-cetoglutaratodeshidrogenasa, con una alta 
actividad de la enzima glutamatodeshidrogenasa que es dependiente de la nicotinamida 
dinucleótido fosfato reducida (NADPH), con un cambio en la permeabilidad de la membrana 
celular que permite su salida y que evita que actúe como un retroinhibidor. 
La alteración de la permeabilidad de la membrana está relacionada con la participación 
de la biotina en la síntesis de ácidos grasos que entran como componentes de los fosfolípidos 
de la membrana. Si las células son cultivadas bajo concentraciones subóptimas de biotina, se 
destruye la interrelación de los ácidos grasos saturados e insaturados y se sintetiza una 
membrana defectuosa que permite la salida de las moléculas de ácido glutámico. El aumento 
en la permeabilidad de la membrana ocurre solo en una dirección; es decir, hacia el exterior de 
la célula. 
Algunas cepas de C.glutamicum forman también L-glutamina. L-prolina, L-alanina y L-
valina. En un medio ligeramente ácido y en un exceso de iones de zinc, se forma L-glutamina. 
Bajo un exceso de biotina y de NH4CI, se forman hasta 40 g/1 de L-prolina en 100 h. de 
incubación. Algunas cepas de Brevibacterium y Bacillus, excretan hasta 8 g/1 de L-valína. 
La mutación auxótrofa para la producción de aminoácidos, solo puede ser realizada en 
microorganismos que tengan rutas de biosíntesis ramificadas al menos de dos aminoácidos 
que se formen de un mismo antecesor. Se obtiene utilizando medios selectivos después de que 
el cultivo bacteriano ha sido sometido a la acción de factores mutagénicos físicos (radiación 
ultravioleta o rayos X) o químicos (etileniminas, dietilsulfato, nitrosoetilurea, etc). Como 
resultado de esta acción, pueden ser dañados algunos sistemas enzimáticos de las vías 
posteriores a la ramificación por lo que el microorganismo no producirá el metabolito final de 
esta ruta y se convertirá en auxótrofo a ése metabolito. La consecuencia de ello, es que el flujo 
de materia prima se canalizará solamente a las ramificaciones libres, sobreproduciendo el 
producto final de esta ruta. Normalmente, los productos finales de una vía ramificada regulan 
su propia síntesis modulando la actividad de la primera enzima de d icha vía. Esto implica que 
en una cepa auxótrofa en que no se produce uno de los reguladores, es ta regulación no se dará 
o se será en menor grado, aumentando así la síntesis del otro producto final3 . En los mutantes 
reguladores, el fenómeno de regulación a nivel de sustrato, esta dado a partir de la interacción 
física del producto final que se desea modular con la primera enz ima de la ruta en el sitio 
alostérico de esta. En este caso, se ha perdido o está muy debilitado el mecanismo de control 
de enlace inverso o feed back ya que son resistentes al análogo del aminoácido completo. 
Estos mutantes llegan a ser casi o totalmente insensibles a la inhibición o represión por el 
producto final168. 
Se conocen un gran número de microorganismos productores de aminoácidos; los mas 
encontrados, son bacterias grampositivas que no forman esporas que pertenecen a los géneros: 
Corynebacterium, Micrococciis, Arthrobacter, Brevibacterium y a lgunos otros. La mayoría de 
los microorganismos inv estigados, independientemente de su ubicación sistemática, acumulan 
principalmente a-alanina y ácido glutámico. Algunas cepas producen ácido aspártico, leucina, 
val i na, isoleucina y lisina en pequeñas cantidades. N o hay una correlación estricta entre la 
especie a que pertenece el microorganismo y su capacidad de acumulación de aminoácidos. 
Investigadores japoneses, aislaron 6 cepas de bacterias de los géneros Vibrio y Pseudomonas 
que al cultivarlas en medios con tirosina, acumulaban D O P A m l 7 2 . 
Independientemente de la amplia distribución de los microorganismos que acumulan 
aminoácidos en el proceso de crecimiento, los productores que aseguran ventajas económicas 
en el rendimiento de estos productos, son muy pocos. El productor debe acumular 
principalmente un aminoácido, de tal manera que la presencia, al mismo tiempo, de varios 
aminoácidos particularmente si son parecidos en sus propiedades fisicoquímicas, dificulta su 
separación y purificación. 
Aunque la organización del proceso de biosíntesis de aminoácidos, particularmente 
utilizando mutantes auxótrofos, en condiciones de producción no se debe de considerar muy 
simple, toda la producción microbiològica carece de prácticamente todas las desventajas que 
tiene la síntesis química. Es evidente que su ventaja esencial es la formación de L-
aminoácidos, también son posibles los cambios delicados de moléculas complejas, el proceso 
se realiza en un número menor de etapas, no es necesario equipo muy complejo, ya que los 
microorganismos funcionan en medios acuosos no agresivos a temperaturas y presiones 
comunes . Es importante también, considerar la posibilidad de realizar la biosíntesis de 
diferentes aminoácidos, util izando el mismo tipo de aparato de fermentación y de crear 
esquemas simples y universales para la separación de los aminoácidos de la mezcla, producto 
de la fermentación. El esquema más común de separación y purificación de aminoácidos, 
comprende las siguientes etapas: a) separación de la biomasa microbiana., b) el iminación de 
la turbidéz de la solución original, mediante sorción de las sustancias responsables de la 
turbidéz, c) sorción de intercambio iónico de aminoácidos, d) elución, e) evaporación, 0 
cristalización y recristalización y g) secado del producto terminado. Dependiendo de las 
propiedades concretas de cada aminoácido, de su nivel de acumulación en el medio, de los 
componentes iniciales del medio de fermentación y de los requerimientos para el producto 
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final, este esquema puede ser mas o menos simplificado 
Sin embargo, el proceso fermentativo de obtención de aminoácidos, tiene también una 
serie de desventajas: la periodicidad del proceso, bajos rendimientos del producto terminado, 
el largo tiempo que se lleva el cultivo de la biomasa y el proceso de acumulación de los 
aminoácidos, la necesidad de observar condiciones de esterilidad, el empleo de materiales 
caros para la preparación de los medios, la posible contaminación del producto terminado por 
metabolitos celulares. 
U n a de las posiciones científicas más importantes de la síntesis microbiològica de 
aminoácidos, es la pregunta sobre su origen, ¿los aminoácidos que se encuentran en el medio , 
son producto de la disociación enzimàtica de las proteínas como resultado del proceso 
autolítico o resultan de la síntesis de otras sustancias?. Al utilizar medios sintéticos para el 
cultivo de los productores, se ha demostrado en fo rma determinante que los aminoácidos 
encontrados en el medio son producto de la síntesis "de novo". Las reacciones enzimáticas de 
la síntesis de aminoácidos, ocurren en el interior de las células. Inicialmente, los aminoácidos 
se acumulan en el interior de las células en forma de aminoácidos libres. En etapas tempranas 
de crecimiento del cultivo, los aminoácidos son incluidos en el metabolismo constructivo del 
microorganismo. La acumulación activa de los aminoácidos en el medio, en un cultivo 
periódico, ocurre generalmente a la mitad de la fase exponencial de crecimiento, alcanzando 
un máximo al final. En algunos casos, se observa una brecha metabòlica entre la actividad 
celular alta y baja, lo que implica que el estado metabòlico de la fase de crecimiento celular y 
la fase de producción del aminoácido, son muy diferentes y la transición del crecimiento a la 
producción del aminoácido, debe superar este umbral metabolico. Estas transiciones 
metabólicas son fenómenos típicos en la producción de metabolitos no acoplada al 
crecimiento celular. 
- Ejemplos de producción de aminoácidos por fermentación. 
1) Formation of DL-alanine por Corynebacterium sp .9366-EMS/27Q n 2 
2) Producción de L-fenilalanina por fermentación, utilizando un mutante auxótrofo 
regulador de Escherichia coli72. 
3) Sobreproducción de metionina utilizando un mutante de Candida utilis^1'. 
4) Formación de L-isoleucina a partir de a-cetobutirato por Corynebacterium glutamicumliA. 
5) Biosíntesis de aspartasa y producción de ácido L-aspártico mediante células de Escherichia 
co//135. 
6) Producción fermentativa de treonina utilizando una cepa de Serratia marscesens*2. 
7) Producción de L-prolina por fermentación con S.marscesens33. 
8) Producción de ácido glutámico por un mutante con genes combinados de Corynebacterium 
y Brevibacterium1 
El desarrollo de la biología molecular desde la primera mitad de los años 7 0 ' s del siglo 
XX, condujo a una nueva técnica experimental que recibió el nombre de ingeniería genética 
en algunos países y en otros, ' ' t rabajo con moléculas recombinantes de D N A " . En la 
actualidad, se han utilizado estas metodologías de ingeniería genética con propósitos muy 
diversos; desde el mejoramiento de cepas microbianas que exhiben un fenotipo deseado, hasta 
la terapia gènica para el tratamiento de diferentes enfermedades. En los procesos de obtención 
de aminoácidos, se han utilizado estas técnicas de biología molecular para aumentar , por 
ejemplo, el número de genes y por consiguiente, la cantidad de enzimas responsables de la 
biosíntesis de aminoácidos; se ha utilizado también la técnica de clonación en plásmidos, 
aunque los resultados no son muy alentadores. También se han obtenido algunos resultados al 
tratar bacterias grampositivas como Brevibacterium o Corynebacterium, con técnicas de 
fusión de protoplastos1 3 9 . En este sentido, la selección de cepas para obtención de 
aminoácidos utilizando la mutagenesis clásica y el mejoramiento de cepas por métodos no 
recombinantes, puede presentar una ventaja significativa sobre la ingeniería genética sola, ya 
que se ha demostrado la gran afinidad de las técnicas clásicas y la genética molecular para 
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crear un efecto sinèrgico para el mejoramiento de un proceso . Además, se debe señalar que 
en las células vivas, existen mecanismos de reparación de "daños" en el D N A , que están 
relacionados con el funcionamiento de determinados sistemas enzimáticos controlados por los 
genes correspondientes. La mutación en estos genes, los transforma en genes mutados que 
esencialmente aumentan la frecuencia de las mutaciones espontáneas, de tal mane ra que es 
conveniente considerar que el funcionamiento normal de los sistemas de reparación, puede 
enormemente d isminuir la efectividad de la mutagénesis deseada3 7 . Aunque en general puede 
decirse que no ha habido problemas graves ocasionados por el uso de productos obtenidos por 
técnicas recombinantes , quizá con excepción de la producción de tr iptofano pa ra consumo 
humano en 1989-1990 por una compañía estadounidense. El triptofano obtenido a partir de 
una cepa modi f i cada genéticamente, causó la aparcición de varios casos cl ínicos del s índrome 
de eosinofi l ia-miálgica (EMS). El problema radicaba en que la cepa producía una 
pequeñís ima cant idad de un derivado químico del triptofano que causaba los trastornos; 
debido a ello, la venta de este aminoácido para consumo humano fue prohibida en Estados 
Unidos. Independientemente de este hecho particular, es innegable el enorme potencial que 
tienen las técnicas de ingeniería genética molecular en todas las áreas de la economía de u n 
país, lo que incluye las estrategias de selección de cepas microbianas que posean algunas 
propiedades de utilidad. 
1.1.4 S Í N T E S I S E N Z I M À T I C A . 
En los ú l t imos t iempos, principalmente en Japón, se ha desarrollado invest igación dedicada a 
la ut i l ización de enzimas estereo- y sustrato específicas, para la obtención de aminoácidos 
naturales de fo rma L. Este método t iene perspectivas muy favorables en comparac ión con la 
síntesis qu ímica o microbiològica11 , 130 y permite unir los adelantos en química y 
microbiología para establecer proceso al tamente efectivos. La síntesis enzimàtica de 
aminoácidos , realizada a nivel industrial, d isminuye en gran medida los gastos de operación y 
gracias a ello, puede ampliarse el área de aplicación de los aminoác idos c o m o aditivos 
al imenticios, en salud, en la industria química, etc152. 
E n este caso, la síntesis de aminoácidos es estereoespecífica, de una sola etapa y se 
realiza a partir de sustratos antecesores próximos que son elaborados por la industria química 
o microbiològica. El producto terminado se diferencia en que tiene un alto grado de pureza, 
una concentración alta, no es necesario el proceso de separación de los i sómeros ópticos y la 
obtención del producto se efectúa en f o r m a continua7 9 . 
Has ta hace poco tiempo, las enz imas o preparados enzimáticos, se obtenían de los 
tej idos de diferentes animales, de plantas y microorganismos. A u n q u e algunos tejidos 
animales , por ejemplo, el páncreas y la vesícula, son muy ricos en enzimas , la producción 
industrial a partir de tejidos animales y vegetales se ha detenido debido a las dificultades que 
surgen por la limitación de la materia pr ima. 
D e esta manera, la fuente de enz imas más accesible y prácticamente ilimitada a escala 
industrial, son los microorganismos; en ellos están contenidos todos los t ipos de enzimas 
conocidos en la actualidad. Así, en calidad de fuente de enzima se pueden utilizar: suspensión 
de células en medio de cultivo, células separadas del medio y suspendidas en soluciones 
bufFer o en solución fisiológica; células parcialmente destruidas, extractos celulares, 
preparados enzimáticos altamente pur i f icados en estado libre o inmovil izado. 
U n a propiedad muy importante de muchos microorganismos, es la capacidad de crecer 
utilizando diferentes sustratos, incluyendo algunos que no tienen un valor alimenticio como la 
celulosa, hidrocarburos del petróleo, metano, metano 1, etc. A lgunos sustratos que son 
uti l izados por los microorganismos, son tóxicos para el hombre y los animales. La capacidad 
de los microorganismos de desarrollarse en condiciones extremas; e s decir , a temperaturas 
ba jas o altas, en ausencia de ox ígeno molecular, en medios ácidos o básicos, bajo 
concentraciones altas de sales, etc. está determinada generalmente por el carácter de las 
enz imas que posee3 . 
Hoy en día, además de los procesos de mutación microbiana para la sobresíntesis de una 
determinada enzima, es posible aislar el gene que codifica para dicha enz ima y clonarlo de un 
microorganismo "no gras" a otro "gras" (gras = generalmente reconocido c o m o seguro), es 
posible también, amplificar los genes naturales mediante la inserción de un promotor, 
logrando la sobreproducción de la enzima, se pueden transformar enz imas intracelulares en 
formas fáci lmente excretables al medio y además, producir enzimas que no existían antes en 
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los microorganismos 
Cons iderando entonces a los microorganismos como la fuen te más importante de 
enz imas y debido a que éstas son bastante lábiles e inestables para su conservación y para la 
acción de diferentes factores como el calor1 3 , es posible utilizar las células completas de estos 
c o m o catalizadores de los procesos enzimáticos. En este caso, se excluye el laborioso proceso 
d e extracción y purificación de la enzima, aumenta en gran med ida la estabilidad del 
biocatal izador ya que la enzima se encuentra en su microambiente natural y puede emplearse 
en fo rma múltiple1 1 8 1 1 9 . Sin embargo, el trabajo con células de microorganismos c o m o 
catalizadores, tiene también algunas desventajas como la dificultad de mantener la integridad 
y viabilidad de las células, los s is temas multienzimáticos, la d isminución de la velocidad del 
proceso debido a problemas de di fus ión creados por la pared celular y la membrana 
ci toplasmàtica. Independientemente de lo anterior, las investigaciones sobre las regularidades 
cinéticas de la catálisis enzimàtica en células microbianas, son bastante interesantes desde el 
punto de vista científico, ya que la determinación inmediata de los parámetros cinéticos de las 
enz imas en las células, se considera un paso muy importante para la comprensión del 
mecan i smo de acción de las enzimas y de sus características reguladoras en el proceso de 
actividad vital de los microorganismos. 
Ya en los años 60's, Ruban et.al demostró que la actividad enzimàtica de cultivos 
celulares en reposo especialmente seleccionados, se puede utilizar exitosamente para la 
síntesis en una sola etapa de ácido L-aspártico a partir de fumara to de amonio y de L-
tr iptofano a partir de ácido antranilico; es decir, de sustancias producidas por la industria 
química. La continuación de estos trabajos está relacionada con el desarrollo de la ingeniería 
enzimàt ica y la biotecnología, con incursión también de la ingeniería genética. 
E n la síntesis enzimàtica de aminoácidos, la atención de los investigadores se enfocó en 
pr imer lugar al grupo de enzimas de las liasas, las cuáles de acuerdo a una opinión 
generalizada, juegan un papel catabòlico en la célula. Estas enz imas transforman el ácido 
aspártico, fenilalanina, tirosina, dihidroxifenilalanina y el t r iptofano en amoníaco y ácido 
fumárico, ácido transcorísmico, fenol, pirocatecol, ácido pirúvico e indol respectivamente; e s 
decir, en sustancias que son producidas por la industria química. 
Por el método de síntesis enzimàtica, se obtienen a nivel industrial algunos aminoácidos; 
por e jemplo, en Japón, ba jo la dirección del Prof. Chibata, se e laboró un método de obtención 
de ácido L-aspártico a partir de fumarato de amonio mediante células de E. coli A T C C 
N o . 11303 inmovilizadas5 5 . E n el año de 1978, se inició la producción industrial de lisina por 
método enzimàtico, ut i l izando c o m o sustrato á-aminocaprolac tamo, obtenido por síntesis 
química7 6 , el cual como resultado de la acción enzimàtica, es t ransformado en casi un 100% 
en Usina. Otro de los sustratos que se utiliza para la síntesis enzimàtica de lisina, es el m e s o 
isómero del ácido 2,6-diaminopimélico y la enz ima diaminopimelatodecarboxilasa. 
Prácticamente se utiliza una suspensión de células microbianas de Brevibacterium, 
previamente cultivadas en el medio correspondiente. Algunas veces, las células son tratadas 
previamente con acetona para obtener un polvo cetónico, aunque esto no es posible en los 
casos en que el ácido 2,6 diaminopimélico no es capaz de penetrar en la célula microbiana, 
que es donde ocurre su decarboxilación. Antes de esto, el sustrato debe ser t ransformado a la 
fo rma meso a partir del isómero L,L gracias a la actividad de la diaminopimelato epimerasa . 
Los métodos elaborados para el cultivo de Brevibacteriam sp, aseguran una alta actividad 
decarboxilasa. La actividad específica más alta en el medio semisintético se observa después 
de 18 — 20 h. de cultivo; es decir, al final de la fase exponencial y en melaza, a la mitad de la 
fase exponencial . 
El estudio de la t irosinfenoliasa (C.E. 4.1.992) de origen microbiano, tiene también m u y 
amplias perspectivas53"64 '118 '119 '167. Esta enzima tiene una especificidad de sustrato de grupo y 
cataliza una serie de reacciones de disociación a y (3, P - sustitución y de racemización; de 
esta manera , cataliza la formación de aminoácidos derivados de L-tirosina que son preparados 
medicinales m u y importantes: L -DOPA, L-trioxifenilalanina, metil-cloro-tirosina y ácido 3,4-
dihidro-3-amino-7-hidrocumárico. En algunas bacterias como: E. herbicola, E. coli y C. 
Jreundii, se ha descubierto una alta actividad tirosinfenoliasa, que fue inducida por la adición 
de t irosina al medio de cultivo"3 6 4 118 1 i 9 . 
Se ha efectuado también, la síntesis de L-triptofano a partir de indol, piruvato y 
amoníaco b a j o una reacción reversible catalizada por tr iptofanasa exogénica libre e 
inmovi l izada en ce faro sa, la cuál fue segregada al medio de cultivo por células de E. coli K-
12. En el laboratorio del Proff. Yamada en Japón, se descubrió que la t r iptofanasa endógena 
está ampl iamente distribuida en 4 0 cepas de la familia Enterobacteriaceae1 0 3 . Resul tó que la 
tr iptofanasa, a semejanza de la t irosinfenoliasa, t iene una especificidad de grupo y cataliza 
reacciones reversibles de a y (3-disociación de triptofano, 5-oxitriptofano y 3-metÍltriptofano. 
Durante la síntesis de triptofano a partir de indol, además del ácido pirúvico, pueden 
utilizarse: cisteína, cistina y ácido oxalacético. Todas las reacciones enumeradas de la 
t r iptofanasa, las catalizan también células libres de Proteos rettgeri AI2770. La producción de 
fenilalanina utilizando células de microorganismos como catalizadores, es un proceso que se 
dificulta debido a la reversibilidad de la reacción ocasionada por la inhibición de la 
fenilalanina amoníacoliasa por el ácido transcorísmico y por lo tanto, la degradación de L-
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fenilalanina en ácido transcorísmico y amoníaco . Esto fue superado agregando amoníaco en 
concentraciones muy altas; pero aun así, la formación de fenilalanina solo pudo ser registrada 
por un mé todo altamente sensible132 . Las células de Rhodotorula texensis, productor de 
fenilalanina amoníacoliasa, fueron exi tosamente utilizadas para separar a la fenilalanina de la 
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mezcla de aminoácidos que se utiliza para el t ratamiento de los niños fenilcetonúricos . 
Dentro de los métodos enzimáticos de obtención de L-aminoácidos, e s necesario 
mencionar el proceso en el cuál se utiliza u n aminoácido para obtener otro. Esto fue realizado 
por pr imera vez por Franks5 4; las células de St. faecalis inmovil izadas en gel de 
poliacrilamida, efectuaron la t ransformación de argini na en omitiría p o r la ruta de la 
argininohidrolasa. La ausencia de citrulina en el eluido, la cual es una sustancia intermedia de 
esta cadena de reacciones, demostró que las células inmovilizadas estaban intactas, ya que 
solamente las paredes de células dañadas de esta cepa, son permeables para la citrulina, lo que 
aseguró su t ransformación rápida en omitina. La L-citrulina que tiene aplicación en medicina, 
fue obtenida de L-arginina utilizando células inmovilizadas de Ps. putida A T C E 4 3 5 9 , 
productor de L-arginina-desaminasa; esta cepa no tiene omitina-trans carb ami lasa y por eso la 
omit ina no se t ransforma posteriormente en omit ina . 
La hist idinasa formada por algunos microorganismos como Achromobacter liquidum 
IAM 1667, separa el amoníaco de la histidina formando ácido urocánico el cual es un 
protector solar y se utiliza en cosméticos y en preparados farmacéuticos1 6 4 . 
- O t r o s e j e m p l o s d e síntesis de a m i n o á c i d o s p o r m é t o d o enzimàt ico u t i l i z ando células de 
m i c r o o r g a n i s m o s comple tas como ca t a l i zadores . 
1- Acido L-aspártico a partir de fumarato de amonio utilizando células de E. coli A T C C 
1130351-90*144-149'163-173 
2. Acido L-aspártico a partir de fumara to de amonio utilizando células de E. coli 
g 5 * 4 - 1 6 5 . 1 7 5 . 1 7 6 . 1 7 7 . 1 7 8 
3. Obtención de ácido L-aspártíco utilizando células de Alcaligenes metalcaligenes1*9 
4. Síntesis de L-tirosina y L-3,4 dihidroxifenilalanina uti l izando células de C. freundii c o m o 
„ , 119.146.147 catalizadores 
5. Producción de L-lisina, en un cultivo continuo de C. glutamicum91. 
La síntesis enzimàtica de L-aminoácidos, se ha fortalecido con la inmovil ización en 
soportes de distinta naturaleza, de células de microorganismos que se utilizan c o m o 
biocatalizadores en los diferentes procesos; ya que esto ha abierto las posibilidades de la 
catálisis heterógenea lo cual repercute en una estabilidad alta, pureza del producto terminado y 
una separación simple de la mezc la reaccionante '3 0 I66. 
La biotecnología moderna ha introducido un concepto bastante cercano al de "síntesis 
enzimàt ica" en el que se emplean células de microorganismos c o m o catalizadores, el de 
biotransformación o t ransformación microbiana, que comprende las t ransformaciones de 
sustancias, realizadas por células de microorganismos, en determinados productos cuya 
estructura es parecida a la de la sustancia original. N o ocurre una degradación completa del 
sustrato como en un proceso fermentativo y solamente t ienen lugar cambios no m u y 
significativos que conducen a la obtención del producto con propiedades prácticas completas. 
Estas t ransformaciones están relacionadas con una o con varias reacciones enzimáticas que 
t ienen una serie de ventajas frente a los métodos químicos de modif icación en lo que se refiere 
a la estereoespecificidad, al surgimiento de la reacción en condiciones suaves y a los altos 
rendimientos del producto. Las biotransformac iones pueden ser efectuadas por células que 
están creciendo o en reposo, por esporas, por células deshidratadas utilizando acetona o aire, o 
por células inmovil izadas3 8 6 6 101 14°. Es m u y importante la permeabil idad de la membrana para 
los sustratos. Muchos de ellos n o pasan a través de la membrana y esta tiene que ser 
modi f i cada para hacerla más permeable 1 5 5 . Durante la biotransformación de sustancias 
orgánicas, un significado muy importante lo tienen los diferentes mecan i smos reguladores de 
la act ividad y síntesis enzimàtica de las células microbianas, incluyendo la inducción y 
represión. La transformación microbiana es una propiedad natural de los microorganismos, 
ampl iamente distribuida en la naturaleza, la cuál es utilizada por el hombre para la obtención 
de diferentes productos de valor agregado, entre ellos, diferentes aminoácidos. Se conocen 
miles de procesos de biotransformación; algunos de ellos son: hidroxilación, hidrólisis, 
mediac ión, condensación, descarboxilación. oxidación, esterificación, rompimiento de los 
enlaces C-C, desmetilación. hidratación, aminación, amidación, racemización, epoxidación, 
acilación. fosforilación, reducción, desaminación, halogenación, etc160 . 
C A P Í T U L O I I 
2 .1 A P L I C A C I O N E S V M É T O D O S D E S Í N T E S I S D E L A M I N O Á C I D O L -
A S P Á R T I C O 
2.1.1. A P L I C A C I O N E S 
El interés por la producción del aminoác ido L-aspár t ico, desde el punto de v is ta de su 
apl icación en farmacología , aumentó s igni f ica t ivamente después de los t raba jos d e Leibori t 
y col. en 1958 re lacionados con su acción fisiológica y terapéutica. El ác ido aspárt ico 
part icipa en reacciones de t ransaminación que son de vital importancia para la célula , ya 
que mediante la t ransaminación con el ác ido a -ce tog lu tá r ico , se t r ans fo rma en ác ido 
oxalacét ico, un intermediario importante en le c ic lo d e los ácidos tr icarboxíl icos, q u e es una 
de las e tapas finales del ca tabol ismo oxidat ivo. A d e m á s , es un antecesor de los nucleót idos 
pir imídicos; en el o rgan i smo sirve de base para la síntesis del ácido orótico, u n an tecesor de 
la uridina4 3 '1 2 8 . En combinac ión con la glucosa y con el sorbitol, se utiliza para la curac ión 
de en fe rmedades del hígado 1 2 3 . Sus der ivados entran en la composic ión de p reparados 
a 
psicotrópicos, posee una acción ant idepresora y se utiliza también en el t ra tamiento de la 
intoxicación alcohólica. El aspartato de potasio y magnes io se utilizan para tratar la fa t iga e 
insuficiencia cardíaca y el aspartato de hierro, las anemias . 
En la industria al imentaria se utilizan dis t intos der ivados del ácido L-aspár t ico , por 
e jemplo , el aspartato de sodio es un componen te de las especias para me jo ra r el sabor de 
a lgunos productos al imenticios. El aspar tame e s un dipéptido formado por el ác ido L-
aspárt ico y el meti l-éster de la fenilalanina, comerc ia l izado c o m o un edulcorante de ba jas 
calorías que t iene gran demanda en la industria alimentaria44*79 141 142. En la agr icul tura , el 
160 ácido aspárt ico en combinac ión con la lisina, se utiliza c o m o estabilizador de fung ic idas 
2.1.2 M É T O D O S D E S Í N T E S I S 
La obtención del aminoácido L-aspártico, ha recorrido todas las rutas posibles para 
este propósito: por separación de hidrolizados proteicos, por el método químico , 
microbiològico y actualmente, el que se considera más perspectivo, el método enzimàt ico 
que en este caso puede considerarse como una biotransformación microbiana. 
Inicialmente fue producido por separación de hidrolizados proteicos vegetales y 
animales; posteriormente por síntesis química, la cuál esta fundamentada en el empleo de 
éteres metílicos del ácido nitroacético. La base de este método la constituye la excepcional 
capacidad reaccionante del grupo metilénico del éter nitroacético, condicionada por la 
cercanía de grupos nitro y éteres complejos. El ácido DL-aspárt ico, con un rendimiento del 
55%, se obtiene por alquilación del éter metíl ico del ácido nitroacético por el ác ido 
cloroacético en soluciones dipolares no protonadas de acuerdo al siguiente esquema: 
H O O C — CH2C1 + O2NCH2COOCH3 • H O O C — CH 2 — C H ( N 0 2 ) C 0 0 C H 3 
> H O O C — CH 2 — C H ( N H 2 ) — C O O H 
En la primera fase participa C H j O N a y en la segunda: H 2 , Ni , 2H20(H") 
La obtención del ácido L-aspártico en forma de racemato, se realiza también por 
síntesis química a partir de maleato (o fumarato) de amonio, este último es obtenido del 
anhídrido maléico. La solución de maleato (o fumara to) de amonio, jun to con NH4CI y 
amoníaco (pH 7.5). se calienta durante 75 min a 180°C. El ácido DL-aspártico se separa en 
su punto isoeléctrico con un rendimiento del 79%. C o m o derivado se forma el ácido el-
imino, a ' d i succ ín ico que revierte el proceso. 
Las características de la síntesis química del ácido aspártico se pueden resumir en que 
no es necesaria la utilización de materia prima alimenticia, en la variedad de sustancias 
iniciales, pe ro t iene desventajas , q u e e s u n p roceso de etapas múlt iples , q u e el aspár t ico se 
obt iene c o m o m e z c l a racémica cuya separac ión en los isómeros D y L a u m e n t a el cos to del 
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proceso 
Para la ob tenc ión del ácido aspár t ico por fe rmentac ión por dist intos mic roorgan i smos , 
se pueden ut i l izar res iduos de la indust r ia a l imentar ia y obtener el i s ó m e r o L 1 2 1 ; s in 
embargo , e l r end imien to es de a lgunos g r a m o s por litro de m e d i o de cu l t ivo y o t ra de las 
desventa jas e s la separación del p roduc to te rminado . En el año d e 1960, se e fec tuaron 
es tudios sobre la fermentación del ác ido aspár t ico uti l izando fumara to c o m o ún ica fuente 
de ca rbono en el m e d i o de cult ivo9 7 . Después de un screening, se se lecc ionaron dos 
mic roorgan i smos : Ps. fluorescens 6009-2 y u n a mutan te ki-1023 der ivada de E. coli k-12. 
Se es tudió el e f e c t o de la adición de d i fe ren tes sales de amonio y se ob tuv ie ron mejores 
resul tados c o n las sales de fumara to de amon io ; se estableció también q u e al añadi r glucosa 
al med io de cul t ivo, se fo rmaban otros aminoác idos y disminuía la can t idad del ácido 
aspárt ico fo rmado . Este t rabajo es uno de los p r imeros reportes q u e se t i enen sobre la 
síntesis fermentat iv a del ácido aspárt ico y se consideraba, en ése t i empo, u n procedimien to 
con ciertas ven ta j a s para la obtención de es te aminoácido 9 4 . 
Los requer imien tos , cada vez mayores , del ác ido L-aspárt ico, ob l iga ron n o so lamente 
a per fecc ionar los métodos ya exis tentes para su obtención; s ino también , a busca r nuevos 
caminos pa ra su síntesis 3 4 . Así , el desarrol lo de la ingeniería enz imàt ica y la ob tenc ión de 
preparados es tables , tanto de enz imas c o m o de células de mic roorgan i smos con act ividad 
aspar tasa . pe rmi t ie ron considerar el mé todo de síntesis enzimàtica c o m o u n a a l ternat iva con 
perspect ivas m á s ampl ias para la ob tenc ión del ác ido L-aspártico1 1 , 1 3 9 . 
2 .2 C A R A C T E R Í S T I C A S D E L A A S P A R T A T O A M O N Í A C O L I A S A . 
U n a de las enz imas m á s estudiadas, tanto desde el pun to de vista teór ico c o m o 
práct ico , e s la aspar ta toamoníacol iasa o aspar tasa o f u m a r a t o a m i n a s a (C.E. 4 .3 .1 .1) . D e 
acuerdo a la c las i f icación internacional de enz imas , pe r t enece a la c lase de las l iasas, las 
cuá les cata l izan la un ión d e d i fe ren tes grupos func iona les a dob les en laces y al contrar io , la 
d isociac ión de grupos con f o r m a c i ó n de dobles enlaces . A excepc ión de iones me tá l i cos 
( M g T , Mn 2 + ) no requiere la presencia de cofac tores pa ra la expres ión de su ac t iv idad 
catalí t ica5 1 . La reacc ión ca ta l izada por la aspartasa posee interés no sólo desde el pun to d e 
vis ta teórico, s ino t ambién práct ico 1 1 1 5 4 1 7 8 . Cons is te en la aminac íón reversible del ác ido 
f u m á r i c o por amoníaco , con fo rmac ión de ác ido aspárt ico: 
H O O C — C H H O O C — C H 2 
|| Aspar tasa | 
HC + N H 3 » H C — N H 2 
I I 
C O O H C O O H 
La historia del descubr imien to de la aspartasa. se ana l iza ampl iamente en el t r aba jo d e 
R u b a n y col. dónde se seña lan las tres etapas de es tud io de esta enzima 1 2 1 . Después del 
descubr imien to por Gardner en 1901 en la bacter ia E.coli, de jó de estudiarse duran te m u c h o 
t i empo. Pos ter iormente Quaste l y W o o l f en el año d e 1926, es tablecieron la es tequ iomet r ía 
de la reacción aspar tasa y de f in ie ron a la enz ima c o m o u n a desaminasa . Woo l f la l l amó 
aspar tasa y d e es ta mane ra se le conoce en f o r m a trivial . La enz i ma c o m e n z ó a es tud iarse 
ac t ivamente a pr incipios de los años 50 ' s ; p r inc ipa lmente E l fo lk en F in land ia 4 4 ^ 7 y 
Kre tov ich en la ant igua URSS 8 5" 8 7 . 
U m b e r g e r y Elfolk47* ,S4> s u p o n e n q u e la aspar tasa c u m p l e u n a f u n c i ó n ca taból ica en la 
cé lu la y q u e la s íntesis del ác ido aspár t i co ocurre median te la t r ansaminac ión del ác ido 
oxa lacé t i co con el g lutámico. El p r o d u c t o de la reacción aspar tasa se cons ide ra un iniciador 
p a r a la b ios ín tes i s de una serie d e aminoác idos : asparagina , l is ina, me t ion ina , t reonina , 
i so leuc ina , q u e son conocidos c o m o la " f a m i l i a del ác ido aspár t ico" 1 3 6 . 
In ic i a lmen te se cons ideró q u e la aspar tasa era una e n z i m a bacteriana4 4"4 7 '8 7 , 
a m p l i a m e n t e dis t r ibuida entre los g rupos t axonómicos de los p roca r io t a s 4 1 4 7 ' 8 6 1 2 1 . E l fo lk 
e n u m e r ó u n a larga lista de m i c r o o r g a n i s m o s con act ividad aspar tasa : E.coli, Ps.fluorescens. 
P. vulgaris, S. mar see ce ns, Salmonella sp, Vibrio sp, Staphylococcus sp, Aerobacter sp, 
Bacterium cadaver is, Lactobacillus helve tic us. Invest igaciones pos te r io res demos t ra ron la 
p re senc ia d e la aspar tasa en p lan tas super iores 8 3 8 6 1 2 1 . Esta e n z i m a se ha descubier to 
t a m b i é n en an imales , durante el pe r íodo de ontogénes is de u n a e spec i e de rana 8 8 , en las 
m i t o c o n d r i a s del h ígado de ranas 2 3 . S e han obten ido preparados pa rc i a lmen te pur i f icados 
de a spa r t a sa de a lgunas espec ies procar iotas 4 4 ' 4 6 ' 1 6 2 1 7 0 , aunque se ha demos t r ado q u e 
duran te las e t apas de pur i f icac ión se p ie rde s igni f ica t ivamente su ac t iv idad catal í t ica por lo 
q u e se cons ide ra una enz ima bas tan te ines table en fo rma pur i f i cada 1 2 1 , 1 6 2 1 7 0 . 
2 . 3 P R O D U C C I Ó N I N D U S T R I A L D E Á C I D O L - A S P Á R T I C O P O R M É T O D O 
E N Z I M À T I C O . 
A m e d i a d o s d e los anos 70 ' s , en J a p ó n se c o m e n z a r o n a ob tener p r e p a r a d o s d e ác ido 
L-aspár t ico u t i l i zando aspar tasa de o r igen mic rob i ano 2 7 2 9 ; pos te r io rmente se h ic ie ron 
d iversos in tentos pa ra inmovi l izar la e n z i m a y el ext rac to celular ü o f i l i z a d o y n o se 
ob tuv ie ron b u e n o s resul tados 2 9 . Deb ido a es to , e n 1973, u n grupo d e inves t igadores 
j a p o n e s e s b a j o la d i recc ión del Proff . Ch iba ta , p ropus i e ron u n m é t o d o de ob t enc ión de 
ác ido L-aspár t i co a par t i r de f u m a r a t o d e a m o n i o median te cé lu las d e bac ter ias 
inmovi l izadas 1 0 1 ' 1 4 4 - Se lecc ionaron seis e spec ie s de bacterias , que al ser i nmov i l i z adas en 
gel de po i i ac r i l amida e fec tuaban la s íntesis del ác ido L-aspárt ico. Los m e j o r e s resu l tados 
fue ron ob t en idos c o n E.coli A T C C N o . l nOS 2 7 2 8 - 2 9 * 3 0 3 1 1 2 5 126 127. La inmovi l i zac ión d e las 
cé lu las al ser t r a tadas con react ivos b i func iona le s y ser encapsuladas en po l iu rea , ocas ionó 
la pé rd ida de la ac t iv idad aspartasa. La e fec t iv idad de la inmovi l i zac ión e n gel de 
poi iacri l amida , n o f u e super ior al 7 3 % . 
Las cé lu las d e E.coli fue ron inmovi l i zadas d e s p u é s de mantener las en u n a so luc ión de 
fumara to de a m o n i o 1.0 M a 37°C durante 2 4 — 48 h. C o m o resul tado d e es te t ra tamien to , 
h u b o una autól is is parcial , aumen tó la pe rmeab i l i dad de la pared celular y d e la m e m b r a n a 
c i top lasmàt ica y la ac t iv idad aspar tasa d e las células, creció d e 8 a 9 veces 1 4 4 . 
Pos te r io rmente , s e ut i l izaron las células de E.coli inmovi l izadas en gel d e poi iacri l amida 
para ob tene r e n f o r m a con t inua el a m i n o á c i d o L-aspár t ico ut i l izando u n reac tor en 
co lumna , en el cuá l , el vo lúmen inicial e ra a p r o x i m a d a m e n t e de 50 m i y d e s p u é s , e n una 
c o l u m n a s e c c i o n a d a con un v o l ú m e n de 1 L . As í , en el o toño de 1973, inves t igadores 
j a p o n e s e s e s t ab lec ie ron un reactor industrial c o n cé lu las de mic roorgan i smos inmovi l i zadas 
en ca l idad de catal izadores. L a s inves t igaciones demos t ra ron , q u e la fo rmac ión de ác ido L -
aspár t i co en el reactor, surg ió d e acue rdo a una reacc ión d e o r d e n cero , lo q u e ind ica 
ausenc ia de act ivación o inh ib ic ión p o r sustrato o p roduc to d e la reacc ión y la ausenc ia d e 
p r o b l e m a s de d i fus ión . En 120 d ías d e t raba jo de la co lumna , a u n a tempera tura de 37°C , la 
ac t iv idad aspar tasa d i sminuyó só lo un S0%27*167. A u n a t e m p e r a t u r a m á s ba ja , la es tabi l idad 
de las cé lu las de E.coli inmovi l izadas , f u e aún m á s alta. D e es ta m a n e r a , se d i sminuyó has t a 
u n 6 0 % el costo del ác ido L-aspár t ico en comparac ión c o n el p reparado ob ten ido e n 
reac tores per iódicos u t i l izando cé lu las libres. 
A f ina les de los a ñ o s 7 0 ' s , es te grupo de inves t igadores 1 0 6 l2 :>126 , c o m p a r ó la 
e f i c i enc ia de las células de E.coli inmovi l izadas en gel d e po l iac r i l amida con las m i s m a s 
cé lu las de E.coli, pero inmovi l i zadas en gel de k-car ragenina y encont ra ron que al ut i l izar 
es te ú l t imo soporte para la inmovi l izac ión , las células de E.coli exhib ían una ac t iv idad 
super ior . Asi . en 1978 se c a m b i ó el sopor te que se hab ía u t i l izado in ic ia lmente por la k -
ca r ragen ina para la inmovi l izac ión del mic roorgan i smo ut i l izado en la producción industr ia l 
del ác ido L-aspárt ico. 
E n 1984 se publ icaron t raba jos 7 3 sobre el desar ro l lo d e u n a nueva cepa: E A P c - 7 
de r ivada d e la E.coli 11303 c o n u n a act ividad aspar tasa super ior ; s in embargo , es ta c e p a 
tenía u n a desventa ja , pose ía m á s act ividad fumarasa ; es decir , q u e t r ans fo rmaba el ác ido 
f ú m á r i c o en mál ico y esto cons t i tuyó un p rob lema para la p roducc ión industrial del ác ido 
L-aspár t ico . De acuerdo a es te t raba jo , se real izaron t r a tamien tos pa ra e l iminar la ac t iv idad 
f u m a r a s a y así, util izar esta cepa p a r a la p roducc ión industr ial del aminoác ido m e n c i o n a d o . 
E n el a ñ o de 1974, en otra par te del m u n d o , en Rusia , en la Un ive r s idad Estatal de 
M o s c ú , M . V . Lomonosov , s e in ic ia ron las invest igaciones b a j o la d i recc ión de los 
a c a d é m i c o s : I .V. Berezin , E .N. K o n d r i a t e v a y N .S . Egorov , sobre el e m p l e o d e células de 
m i c r o o r g a n i s m o s inmovi l izadas p a r a la ob tenc ión de aminoác idos na tura les 9 5 , 1 6 6 . Fueron 
se l ecc ionadas var ias cepas bac te r ianas c o n act iv idad asparía sa; p o s t e r i o r m e n t e se el igieron 
las c o n d i c i o n e s de ac t ivac ión e inmovi l i zac ión de células de E.coli 8 5 q u e fue el 
m i c r o o r g a n i s m o se lecc ionado pa ra e s t a s íntesis . Sin embargo , a p e s a r de los buenos 
resu l tados ob t en idos con este biocatal izador 1 1 - 8 3 165 175-176 177 179, el m e r c a d o del aminoác ido 
L-aspár t i co con t inúa en m a n o s de indus t r ias j aponesa s pr inc ipa lmente . 
E n el a ñ o de 1998, aparec ió p u b l i c a d a en una página de internet , i n f o r m a c i ó n sobre 
u n a c o m p a ñ í a j a p o n e s a *4Nippon S h o k u b a i C o . " que ha desarro l lado u n n u e v o p roceso de 
p r o d u c c i ó n d e ác ido L-aspár t ico , m e d i a n t e síntesis enz imàt ica . L o n o v e d o s o d e este 
p roceso , al parecer , es una nueva e n z i m a q u e descr iben c o m o original y c o n una act ividad y 
un t i e m p o d e v ida media m á s al tos . L a c o m p a ñ í a t iene entre sus p l anes , const rui r esta 
p lan ta en o t ra factor ía l lamada H i m e j i . q u e p roduce la mater ia p r i m a q u e se uti l izará, el 
ác ido f u m á r i c o . 
C A P I T U L O I I I 
LOS MICROORGANISMOS COMO CATALIZADORES 
La v ida del h o m b r e está ín t imamente re lac ionada con los seres v ivos del m i c r o m u n d o ; a 
nivel de la b iosfera en general , incluyendo todas las regiones del planeta, los mic roo rgan i smos 
j u e g a n un papel m u y importante en la as imilación d e la energía solar. La act ividad biológica 
de los mic roorgan i smos es considerada una de las e tapas fundamenta les en el c ic lo del 
carbono, oxígeno, n i t rógeno y de otros e lementos necesar ios para la vida5 '1 5 . 
Los mic roorgan i smos han servido a la h u m a n i d a d desde sus inicios; los an t iguos 
griegos, a tr ibuían a su dios Dionisio el descubr imien to del proceso de fe rmen tac ión y 
vinatería, y en el " M o n u m e n t o azul" que data del año 7,000 a.C., está escrito el p roceso de 
fabricación de ce rveza en Babilonia. D e igual manera , en la al imentación del h o m b r e , los 
procesos de fe rmentac ión han jugado un papel m u y importante; con ayuda de el los se obt iene 
por e jemplo: queso , pan . yoghurt , salsa de soya, etc. Fue hasta mediados del siglo an tepasado , 
cuando Pasteur es tableció la enorme impor tancia de los microorganismos en todas las 
act ividades re lacionadas con el hombre . A pr incipios del siglo X X , Buchnner , Ne ibe rg y 
Wei t sman e laboraron los esquemas técnicos de producc ión de etanol, gl icer ina y ot ros 
quimica tos con la part icipación de los microorganismos . E n los años 40's de nues t ro siglo, los 
adelantos en biología , genét ica microbiana y tecnología , originaron la era de los ant ibiót icos; 
en este per íodo nac ió la tecnología b ioquímica; se inició así, la t ransformación d e lo q u e hoy 
se conoce c o m o Biotecnología , de un arte empí r ico a una ciencia planif icada c o n op t imizac ión 
d e tecnología4 3 '5 9 . 
C o m o resultado de t raba jos comple jos en el área d e b io logía molecular y de genét ica 
microb iana , se llegó a comprender q u e los microorganismos p u e d e n participar en toda, é sa 
d ivers idad de procesos menc ionados , gracias a sus s is temas enz imát icos , ya que en el los es tá 
f u n d a m e n t a d a la actividad vital total de las células. Estos t raba jos teór icos fueron la base para 
la e laboración de la tecnología del D N A recombinante cuyas posibi l idades de aplicación son 
22 .38 ,128 ,136 ,138 
e n o r m e s 
En los t iempos actuales, los p rocesos de producción basados en la act ividad catalítica de 
los o rgan i smos v ivos han adqui r ido un significado m u y impor tante . La Biotecnología 
mode rna , directa o indirectamente está relacionada con la genét ica d e los microorganismos. 
E n pr imer lugar, los microorgan ismos consti tuyen u n a parte esencial de los procesos 
b io tecnológicos tales c o m o la biosíntesis de antibióticos, enz imas , aminoácidos , en la 
p roducc ión de proteínas h u m a n a s (interferón, hormonas) , etc. E n segundo lugar, hasta la 
t ransferencia de genes en las células vegetales y an imales se real iza con ayuda de u n a 
c lonac ión primaria que se e fec túa en los microorganismos. El p rob lema principal en éste caso, 
es una reorganización del g e n o m a de la célula microbiana con el ob je to de una reorientación 
de la ruta de biosíntesis en la d i rección necesaria2 2 0 8 '4 0 '6 5 '9 6 '1 2 0 . 
E n la actualidad, en el á rea de producción de enz imas , práct icamente la mi tad de su 
p roducc ión y las perspectivas para su obtención, están fundamen tadas en la act ividad vital de 
los microorganismos . La causa principal del interés que h a desper tado la util ización de los 
mic roorgan i smos c o m o fuentes pr incipales de enzimas, se expl ica por la facilidad con q u e se 
logra aumenta r la cantidad de e n z i m a sintetizada mediante c a m b i o s real izados en el m e d i o 
ambien te del microorganismo y con ayuda de manipulaciones genéticas. Ex i s t en otras razones 
que expl ican la uti l ización de células de mic roorgan i smos c o m o catal izadores: 
1. La e c o n o m í a relativa del cult ivo de microorgan ismos a nivel industrial u t i l izando medios 
con un cos to n o m u y elevado y el ráp ido crec imiento de las células mic rob ianas . 
2. La e n o r m e var iedad de reacciones q u e los microorganismos son capaces de efectuar . 
3. Los mic roorgan i smos sirven c o m o fuen te , no solo de enz imas que se encuent ran en 
plantas y an ima les s ino también, de una serie de enzimas que no h a n s ido descubier tas en 
la na tura leza en otras fuentes; por e j emp lo : tanasas. celulasas, querat inasas , hidrogenasas, 
etc. So lo en algunos microorganismos se han encontrado enz imas q u e catalizan la 
ox idac ión del metano, metanol . C O , c ianuro. Entre los microorgan ismos se encuentran 
espec ies q u e crecen a 87°C y a m a s de 100°C que constituyen una fuen te invaluable de 
enz imas termoestables para objet ivos b io tecnológicos principalmente. 
4. La capac idad de los microorgan ismos de adaptarse a diferentes condic iones , lo que 
permi te t rasladar microorganismos de la naturaleza a la producción d o n d e es tos pueden 
crecer u t i l izando fuentes baratas de ca rbono y de nitrógeno1 6 0 t 6 1 . 
Los microorganismos: bacterias, levaduras y hongos micel iales , son productos 
sorprendentemente perfectos de la na tura leza que pueden utilizar, para vivi r y multiplicarse, 
u n solo sustra to orgánico y sales minera les , capaces de vivir en cond ic iones aerobias y 
anaerobias , a temperaturas cercanas a 0 y 100°C. Toda la act ividad vi ta l y todos los 
mecan i smos de la célula microbiana, es tán p rogramados para que ocurra un c rec imiento y una 
divis ión s in escalas, mientras exis tan en el m e d i o condiciones m í n i m a s para ello. Estas 
propiedades únicas de las células microbianas, hacen posible una aplicación efec t iva d e los 
microorgan ismos en la act ividad h u m a n a ya que en el los es tán contenidas práct icamente todas 
las enz imas que se conocen en la actualidad3 7 . M u c h a s reacciones hidrol í t icas y de 
oxidoreducción, pueden ser realizadas con ayuda de preparados enzimáticos; pe ro ex is ten 
reacciones enzimát icas comple j a s que requieren energía y q u e son catalizadas por o rgan i smos 
vivos , productores de las enz imas correspondientes2 1 . 
Las sustancias q u e son producto de la act ividad vi tal de los microorgan ismos y q u e 
t ienen importancia industrial , por su naturaleza y s igni f icado para la mi sma célula microbiana , 
se dividen en tres g rupos principales: 
a) Macromolécu las (enz imas , polisacáridos, etc. con masas moleculares desde 10 mil has ta 
varios mil lones de dal tons) , 
b) Metabol i tos pr imar ios (sustancia necesarias por los microorgan ismos para el c rec imiento: 
aminoácidos , nucleót idos púricos y pirimídicos, v i t aminas y otros), 
c) Metabol i tos secundar ios (que no necesi tan los microorgan ismos para crecer: (ant ibiót icos, 
toxinas, alcaloides, factores de crecimiento y de de fensa para las plantas, etc.)3 . 
Los metabol i tos pr imar ios y secundarios genera lmente t ienen una masa molecu la r ba j a 
en comparac ión con las enz imas , menor de 1,500 Da . Es importante señalar q u e todos los 
procesos en la célula microbiana , están somet idos a reglas estrictas de economía y q u e los 
metabol i tos pr imarios , por e jemplo , son producidos en la cant idad estr ic tamente necesar ia 
para el crecimiento celular. D e tal manera que la rentabi l idad de los productos or ig inados por 
síntesis microbiana, está basada en que se acumulen e n cant idades tales que jus t i f iquen los 
gastos tanto energét icos c o m o de util ización de sus tancias para los med ios d e cul t ivo y 
t ambién para la separación del producto en la fo rma en que se uti l izará poster iormente 6 0 . E n la 
ac tual idad, en muchos países del m u n d o , el fuer te desarrollo q u e h a n tenido los procesos 
b io tecnológicos , ha permit ido produc i r antibióticos, enzimas , i sómeros biológicamente 
ac t ivos de u n a serie de aminoácidos , fac tores de crecimiento y de fensa de las plantas, proteína 
unicelular , v i taminas etc., en una f o r m a m a s o m e n o s simple con ayuda de microorganismos a 
partir d e ma te r i a pr ima accesible y barata . E n los úl t imos años t ambién , estos procesos han 
encon t rado aplicación en la miner ía , en la l ixiviación de meta les , para aumentar el 
r end imien to del petróleo, etc.5"37 '43. La síntesis de metabol i tos p r imar ios y secundarios por 
mic roorgan i smos , puede ser representada c o m o un proceso que se inicia con la absorción del 
sust ra to p o r la célula (fuente de ca rbono y nitrógeno, microelementos , etc.) y que pasa después 
por una serie de etapas catalizadas por diferentes enzimas, una parte de las cuáles, participa en 
la regulac ión de la síntesis de la sus tancia necesaria o de sus antecesores . Las sustancias 
in termediar ias pueden servir c o m o antecesores de otros metabol i tos y consumirse en su 
síntesis o ser productos f inales de otras rutas metabólicas, tener su regulación propia y 
consumi r se en otros requerimientos celulares4 2 . Sin embargo, las cepas naturales de los 
mic roorgan i smos , generalmente no poseen la capacidad de producir en grandes cant idades los 
p roduc tos menc ionados con anter ior idad; así que para la mayor ía de los problemas 
industr iales, el programa genético de la célula debe ser reestructurado de tal manera que se 
dir i ja el potencial biosintético de la célula a la producción de u n produc to necesar io y no a una 
p roducc ión para si misma. A ú n en los casos en los que el obje t ivo sea la s imple obtención de 
b i o m a s a (proteína unicelular), pueden ser requeridos algunos c a m b i o s en las propiedades, que 
m e j o r e n los parámetros tecnológicos del proceso; es decir, que aumen ten la conversión del 
sustrato en producto22-102-138. En relación con esto, se debe no solo reforzar la capacidad 
natural del microorganismo de producir una determinada sustancia (antibiótico, enzima, 
toxina, etc.), s ino en muchos casos, de crear un productor a partir de una cepa silvestre capaz 
de sintetizar sustancias que no era capaz de producir . En realidad, durante m u c h o t iempo y 
aún en nuestros días, el único método para el mejoramiento de los microorganismos, que 
desde el punto de vista de la genética no ha sido suficientemente estudiadas, es la mutagenesis 
inducida y la selección gradual de las mejores variantes37 '50 '133. El mé todo es bastante 
laborioso, ya que generalmente se realiza sin un conocimiento detallado de las rutas 
biosintéticas, que en caso contrario, disminuiría significativamente el problema de la creación 
de cepas al tamente productoras. El desarrollo de la metodología de ingeniería genética, que 
hizo posible aislar y cambiar genes, ampl ió en gran medida las posibi l idades de 
reorganización del genoma microbiano; la tendencia actual es la construcción de cepas 
microbianas con propiedades determinadas, util izando datos fundamentales de biología 
molecular, genética e ingeniería genética37"38 '67. En la actualidad, se han dado pasos 
importantes en el desarrollo de una nueva área que ha renovado el interés, tanto de científicos 
bioquímicos c o m o microbiólogos que tratan de manipular el metabolismo celular utilizando 
las herramientas que proveen la biología molecular moderna; el desarrollo de estas 
investigaciones esta basado en el concepto de " redes" en el sentido de que el entendimiento 
del metabol ismo y funcionamiento celular puede ser obtenido considerando en conjunto a los 
componentes de las reacciones bioquímicas más que en forma individual. La modif icación de 
las redes metabólicas de las reacciones bioquímicas con un objetivo específ ico, ha sido 
definida c o m o "ingeniería metabòlica". La ingeniería metabòlica va más allá de la simple 
manipulación de la velocidad de las reacciones bioquímicas. La modificación de las redes 
metabólicas tiene como objetivo, redirigir los f lujos de carbono y energía para lograr un 
objet ivo particular; típicamente, para incrementar la velocidad de formación de un producto 
deseado o para reducir la formación de un producto secundario no deseado. Estos conceptos 
fueron aplicados a la red de bioreacciones de la familia de aminoácidos del ácido aspártico y 
se definieron los puntos críticos de ramificación y su flexibilidad1 3 6 . 
3 .1 R E G U L A C I Ó N D E L M E T A B O L I S M O E N L A C É L U L A M I C R O B I A N A . 
En el proceso de crecimiento y actividad vital de la célula microbiana, se realiza un 
enorme número de reacciones catalizadas por enzimas; muchas de estas enzimas que 
pertenecen a rutas catabólicas o anapleróticas, son necesarias a los microorganismos 
solamente bajo determinadas condiciones de crecimiento6 3 . Uno de los problemas importantes 
de la microbiología, es el estudio del mecanismo de regulación del metabolismo en los 
microorganismos. Estos mecanismos aseguran la coordinación de la actividad metabòlica de 
sistemas enzimáticos definidos y permiten a la célula, en forma económica y racional, la 
utilización de sustancias nutritivas107 . Si la célula se ubica en un medio que contiene una 
sustancia de alto peso molecular, por ejemplo, almidón, también amonio y sales minerales, 
esta debe al principio hidrolizar el almidón hasta glucosa, asegurar la entrada de la glucosa a 
la célula, disociarla en sustancias con dos y tres á tomos de carbono, introducir estas moléculas 
pequeñas en el ciclo de los ácidos tricarboxilicos con el objeto de proporcionar energía a la 
célula y sustancias intermedias. Las sustancias intermedias formadas en el ciclo de los ácidos 
tricarboxilicos y en otras reacciones, deben transformarse en bloques estructurales tales como: 
20 aminoácidos , 4 ribonucleótidos, 4 desoxirribonucleótidos, cerca de 10 vitaminas, ácidos 
grasos, azúcares, hexosaminas. Los bloques estructurales, a su vez, deben transformarse en 
aproximadamente 2,000 proteínas, ácido desoxinibonucléico (DNA), tres tipos de ácido 
ribonuclèico (ácido ribonuclèico mensajero, m R N A ; ribosomal, r R N A y de transferencia 
tRNA), polisacáridos, mucopéptidos, coenzimas y lípidos. Estas moléculas se utilizarán 
posteriormente para la formación de estructuras celulares tales como: núcleo, ribo so mas, 
membrana celular, pared, mitocondri as, flagelos, etc; el producto de estas múltiples 
reacciones, es una nueva célula37. 
En la naturaleza, todas las especies orientan su objetivo principal a la sobrevivencia; así 
que en las especies microbianas, esto se relaciona principalmente con un crecimiento rápido y 
efectivo. Indudablemente que si se detiene, temporal o definit ivamente, la formación de 
algunos productos finales del metabol ismo cuando su requerimiento cae temporalmente o 
cuándo se han acumulado en cantidades suficientes, es un hecho bastante favorable para el 
organismo en cuestión. Experimentalmente se ha establecido que si una enz ima es sintetizada 
a una velocidad máxima, una parte de esta puede constituir desde un 5 a 8 % de la cantidad de 
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proteína total . Evidentemente que si de las miles de enzimas que la célula es potencialmente 
capaz de sintetizar, aunque solo algunas se formaran a una velocidad máx ima , el crecimiento 
de la célula seria mas lento, y el funcionamiento normal y aún su sobrevivencia, sería 
imposible. Por eso, los microorganismos deben poseer la capacidad de dirigir los procesos de 
biosíntesis y también de introducir reformas cualitativas en el trabajo del aparato metabòlico 
como respuesta a las condiciones del medio. Para realizar estas funciones , las células 
microbianas desarrollaron y hereditariamente reforzaron mecanismos reguladores complejos y 
delicados que aseguran la economía de los procesos metabólicos y un alto nivel de 
coordinación. La selección de los microorganismos y la creación de nuevas cepas para la 
industria microbio lógica, está dirigida, con frecuencia, a reforzar la formación de algún 
producto o hasta la síntesis de uno nuevo que no es propio de dicho organismo; a enriquecer 
la población con células productivas a cuenta de la disminución de su actividad vital o del 
número de células improductivas. La solución de estos problemas, esta relacionada con 
cambios en los mecanismos reguladores de la célula37 ,161 . 
Uno de los problemas más importantes en los procesos biotecnológicos, es el aumento 
del rendimiento del producto terminado (biomasa, productos intra o extracelulares), 
exactamente, el aumento del rendimiento del producto en relación con el sustrato o sustratos 
utilizados161 . Los genes bacterianos están reprimidos en un 90-95%, lo que significa que solo 
mediante la el iminación de la represión natural se puede establecer un cultivo microbiano 
completo, por e jemplo, para sintetizar nuevas sustancias, para asimilar nuevos sustratos que 
anteriormente no eran utilizados o aumentar significativamente el rendimiento del producto 
prácticamente terminado; es decir, importante para la sobresíntesis. 
La alteración completa de la regulación de síntesis o degradación de un determinado 
producto en cepas microbianas, se puede provocar en forma artificial cambiando o afectando 
el sistema de regulación, lo cuál puede hacerse por dos caminos principales: genético y 
fisiológico. El cambio genético de la cepa se realiza mediante mutagénesis con la subsiguiente 
selección del mulante y la utilización de métodos modernos de Fecombinación por ingeniería 
genética y celular. Los métodos mutacionales se diferencian de estos por que son muy 
laboriosos y además, los mutantes obtenidos pueden sufrir reversión. Las cepas obtenidas por 
métodos de genética e ingeniería, son aún menos estables debido a que la célula trata de 
liberarse del material genético introducido en ella si no existen ventajas selectivas. Lo anterior 
está relacionado con que en la síntesis de proteína, existe un gran gasto de energía (mas que 
para la síntesis de otros polímeros); si las proteínas "ajenas" constituyen, por ejemplo, el 10% 
de las proteínas totales de la célula, entonces su velocidad de crecimiento disminuirá en un 
10% también en comparación con la cepa original. Por e jemplo , en el bacilo entérico se 
introdujeron los genes de la somatostatina uniéndolos con los genes de la B-galactosidasa 
(para que los genes de los eucariotas superiores pudieran transcribirse y trasladarse en las 
bacterias); pero debido a que la formación de la proteína compleja B-galactósido-
somatostat ina por la bacteria, no tenía para ella ningún significado fisiológico, cesó de 
sintetizar la molécula de B-galactosidasa completa. Lo cierto es que existen problemas 
biotecnológicos que pueden resolverse solamente con ayuda de cepas creadas por métodos de 
ingeniería genética; en este caso, se tienen que superar estas dificultades. Por ejemplo, algunas 
proteínas humanas se obtienen con ayuda de cepas recombinantes de bacterias y lev aduras ya 
que la fuente de estas proteínas es cara y poco accesible; además, su obtención en cultivos de 
tej idos celulares de mamíferos no está, por ahora, bastante desarrollada2 6 . 
Para aumentar el rendimiento de productos de origen microbiano, conservando la 
estabilidad de la cepa utilizada, se emplean métodos fisiológicos. Para ello, es necesario 
conocer el significado fisiológico del proceso correspondiente para el microorganismo 
productor, la ruta de síntesis del metabolito y las condiciones ópt imas de su síntesis. A d e m á s 
de la gran variedad de reacciones de respuesta de los microorganismos a cambios en el medio 
ambiente, se han establecido algunas regularidades generales basadas en la observación de la 
conducta de los microorganismos en la naturaleza confirmándose posteriormente en el 
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laboratorio . Debido a que prácticamente todas las reacciones en la célula son 
catalizadas por enzimas, la regulación del metabol ismo está orientada a la regulación de la 
intensidad de las reacciones enzimáticas. La velocidad de estas últimas, puede ser regulada de 
dos maneras básicamente: mediante u n cambio en la cantidad de las enzimas y/o en el cambio 
de su actividad; es decir, del grado de utilización de su potencial catalítico3"24. 
3.1.1 R E G U L A C I Ó N DE L A A C T I V I D A D D E L A S E N Z I M A S 
Los factores que regulan la actividad de las enzimas son de naturaleza m u y variada. Los 
factores físicos (temperatura, presión, luz, campo magnético, impulsos eléctricos) tienen una 
acción m e n o s específica que los químicos y la acción de estos, a su vez . puede ser de varios 
tipos. Algunas sustancias químicas se unen con el sitio activo de la enzima; por ejemplo, 
sustratos, cofactores, inhibidores concurrentes o competitivos, lo que ocasiona un cambio de 
la actividad enzimàtica6 7 . El método más simple de regulación de cualquier ruta metabòlica, 
puede estar basado en la accesibilidad del sustrato y también del cofactor. La disminución de 
la concentración del sustrato, da lugar a una disminución de la velocidad de f lujo de las 
sustancias a través de dicha ruta metabòlica. Por otro lado, el aumento en la concentración del 
sustrato, est imulará la ruta metabòlica. U n papel análogo puede juga r el aumento de la 
concentración del cofactor21 '60. 
3.1.1.1 R E G U L A C I Ó N D E E N Z I M A S A L O S T É R I C A S . 
£1 mecanismo más rápido, exacto y sutil de regulación de la actividad de las enzimas, es la 
regulación a la que se somete un determinado tipo de enzimas que reciben el nombre de 
alostéricas, las cuales generalmente ocupan posiciones claves en el metabolismo, ubicándose 
en puntos estratégicos: al principio de las rutas metaból icas o en los sitios de bi furcación 
(nodos), donde se separan o se juntan algunas rutas . Las enzimas alostéricas t ienen un centro 
catalítico y otro regulador; esta región fue l lamada por J .Monod, J .Shanjo y F.Jacob, región 
alostérica o centro alostérico (del griego « a l o s » - otro y « s t e r e o s » - superficial), el cuál 
está espacialmente aislado del sitio catalítico, pero funcionalmente en íntima interacción. La 
actividad catalítica de la enzima cambia como resultado de la unión de determinados 
metaboli tos con su centro regulador debido a que se altera la estructura terciaria de la enzima; 
a estos metabolitos se les conoce como efectores. 
Cuando ocurre un daño mutacional del centro alostérico, el proceso de biosíntesis no 
será disminuido por el producto final y este últ imo empieza a segregarse al medio . Para la 
elección de mutantes de este tipo, se utilizan análogos estructurales de metaboli tos; por 
e jemplo, el 5-metiltriptofano, análogo al triptofano, al igual que este reprime la síntesis de la 
antranilatosintetasa pero no sustituye al triptofano en la proteina y por ello mant iene el 
crecimiento de la célula microbiana.37 '67 . 
Además de los productos finales de una ruta metabòlica dada, los efectores pueden ser 
sustratos de enzimas y también, algunos productos finales de rutas metabólicas af ines. E n los 
últ imos años se ha llegado a reconocer la importancia de otro método de regulación del 
metabolismo, el cambio de la actividad enzimàtica c o m o resultado de la modif icac ión 
covalente de su estructura. En algunos casos, las formas activa e inactiva de la enzima 
resultado de una proteólisis l imitada puede servir de mecanismo que asegure la represión o 
cese de alguna actividad biológica. Algunas isoenzimas poseen diferentes propiedades 
reguladoras y cada una de ellas es controlada individualmente por "su" producto 
final3743 6 3-6 7 1 7 4 
3.1.1.1.1 R E G U L A C I Ó N D E L T I P O F E E D B A C K O R E T R O I N H I B I C I Ó N . 
Los procesos de biosíntesis de muchos de los llamados metabolitos primarios o esenciales, se 
caracterizan porque el producto final de dicha ruta biosintética, al aumentar su concentración, 
ba ja la actividad de la primera enz ima de esta ruta. Como resultado de esta disminución, el 
proceso correspondiente de biosíntesis se detiene; esto es, el producto final y también los 
productos intermedios que participan en su formación, no se acumulan en la célula. Este 
mecan ismo de regulación automática conocido como retroinhibición o feedback, fue 
inicialmente estudiado en 1953 por A.Novik y L.Silard al estudiar el metabolismo del 
tr iptofano en E.coli en el que, un producto intermediario, el indolglicerofosfato (IGP) detiene 
bruscamente si el triptofano se añade al medio3 7 . 
La inhibición del tipo feedback, se observa también en aquéllos casos en que las rutas 
metabólicas resultan ramificadas43 . 
-> B 
donde A, B y C son antecesores de cuatro productos finales Pi P4; D es antecesor de P2 y 
P3; E es antecesor de P4- Esencialmente, la secuencia de las reacciones en las rutas 
metabólicas ramificadas, tienen carácter lineal y son inhibidas por el producto final por el tipo 
de feedback: 
B > P I , D > P 2 , D > P 3 , C > E > P 4 
En este caso es evidente lo siguiente: el mecan ismo de regulación debe ser de tal manera 
que la sobreproducción de uno de los productos finales no ocasione que se de tenga la síntesis 
de otros productos finales relacionados con él. Si la primera etapa de la ruta biosintética es 
catalizada por una enzima, sobre la superficie de la molécula de esta enz ima , se tienen 
diferentes centros reguladores y a cada uno de ellos se une uno de los productos finales que 
realizan la func ión de efector67. 
3.1.2 R E G U L A C I Ó N DE L A S Í N T E S I S D E E N Z I M A S 
La base de la regulación del metabolismo celular, la constituyen dos procesos: inducción y 
represión. Desde hace mucho tiempo se conoce que las posibilidades potenciales de las 
células microbianas con relación a la síntesis de diferentes proteínas con actividad catalítica, 
son mayores que la realización de dichas posibilidades. Para los organismos, e s muy favorable 
que las enz imas que participan en la formación y disociación de una sustancia dada, se 
sinteticen solamente cuándo la célula las requiera. U n enfoque fundamental para comprender 
la naturaleza de los conceptos de inducción y represión de la síntesis de enz imas a nivel 
molecular, f ue introducido por los t rabajos de Jacob y Monod realizados en 1961 , 0 7 . La 
expresión de la máx ima economía del metabol ismo celular, la constituyen los mecanismos 
elaborados por la célula que regulan su composición enzimàtica. Se ha demostrado que en los 
organismos procariotas, bajo ciertas condiciones, el contenido de alguna enz ima es de I a 2 
moléculas; y en otras, constituye un cierto porcentaje de la masa celular. Muchos 
microorganismos pueden crecer utilizando un gran número de diferentes sustratos. Esto 
significa que las células microbianas son capaces de sintetizar todas las enz imas necesarias 
para la t ransformación de dichos sustratos; es decir, poseen los genes estructurales 
correspondientes. Para la síntesis de la mayoría de las enzimas que part icipan en el 
catabolismo de los sustratos, se requiere la inducción. La formación de enzimas que participan 
en los procesos de anabolismo, por ejemplo, en la biosíntesis de pirimidinas. puri ñas y los 20 
aminoácidos, es regulada mediante represión. E n la mayoría de los casos, la señal para que se 
detenga la biosíntesis de proteínas, procede de los productos finales de este proceso (represión 
por producto final). Si en el medio se tienen simultáneamente dos sustratos, las células 
microbianas (principalmente bacterias), generalmente considera aquél sustrato que asegura un 
crecimiento m á s rápido o que es más fáci lmente asimilable. La síntesis de las enz imas que 
disocian al segundo sustrato es reprimida y en este caso se habla de represión catabòlica. 
La cantidad de una enzima determinada en la célula, puede ser regulada en varios 
niveles: en la etapa de transcripción, traslación y también en el proceso de agrupación y 
destrucción de la proteina enzimàtica. En la jerarquía de la acción reguladora, el mecan ismo 
más comple jo que controla la cantidad de enz imas en la célula, esta relacionado con el 
proceso de transcripción. Las señales químicas específicas pueden iniciar o bloquear la 
transcripción de una determinada parte del ácido desoxiribonucléico ( D N A ) y del ácido 
ribonuclèico mensajero (mRNA) . En el caso de la inducción, el m R N A participa en la 
traslación y termina la síntesis de la cadena poi ipeptídica. La regulación de la síntesis proteica 
a nivel de traslación, puede realizarse en cualquiera de las etapas; tampoco se excluye la 
posibilidad de cambiar el t iempo de vida media del m R N A por acción de diferentes efectores, 
incluyendo productos finales de las rutas metabólicas. Las enzimas realizan su función 
metabòlica después de que han adquirido la estructura correspondiente. La velocidad de 
formación de esta estructura de orden superior, también se encuentra ba jo control de 
determinadas moléculas. De esta manera, el control a nivel funcional de la enz ima activa, 
puede jugar un papel esencial en la regulación metabòlica. Finalmente, la velocidad de 
destrucción de la enzima, por acción de señales metabólicas específicas también será 
determinada por su concentración en la célula67. 
La regulación de la síntesis de enzimas en la etapa de transcripción, está basada en que 
la unión de los genes bacterianos ocurre selectivamente y en que la velocidad de formación de 
las copias del m R N A correspondiente, se encuentra bajo un comple jo mecanismo de control. 
La velocidad de la síntesis de enzima, determinada por esta etapa, puede cambiar en diferente 
grado. En las células de los microorganismos eucariotas, al parecer no existen estructuras 
genéticas formadas de acuerdo al tipo de los operones clásicos. El papel principal en la 
regulación de la transcripción en este caso, lo deben desempeñar componentes estructurales de 
la cromatina, ya que esta demostrado que la transcripción de la matriz cromatínica en los 
sistemas in vitro, conserva la especificidad inherente de las células de las que la cromatina ha 
sido obtenida. Entre los componentes estructurales de la cromatina, se ha prestado una mayor 
atención a las histonas, las cuáles son proteínas de carácter básico en las que los residuos de 
aminoácidos básicos están contenidos principalmente en las partes de la molécula que 
aseguran la unión con el DNA. La parte restante de la molécula, fo rma una «-espiral y al 
parecer condic iona la interacción de las historias una con otra. Sin embargo, por si mismas las 
histonas pueden crear el grado de selectividad necesario de la transcripción, aunque de hecho, 
ejercen u n importante papel estructural. Otro elemento, probable regulador del mecanismo de 
transcripción del D N A en los eucariotas, son las "repeticiones muer tas" de secuencias de 
bases, estructuradas entre sus secuencias únicas que ejercen funciones de genes estructurales y 
que codif ican mediadores proteicos concretos. Estas repeticiones muer tas pueden jugar el 
papel de centros de reconocimiento para la R N A polimerasa y en determinadas condiciones, 
someterse a modificaciones conformacionales que liberen determinados locus de D N A para la 
reacción de la R N A polimerasa. También, un importante papel en la regulación de la 
transcripción en eucariotas. al parecer lo juegan los desplazamientos de los "genes móviles". 
En la actualidad es difícil hacer una conclusión definitiva sobre la naturaleza de los 
mecanismos finos de regulación de la trancripción en las células eucariotas. 
Las enzimas, cuya síntesis en la célula ocurre a una velocidad constante como resultado 
de una transcripción constante de los genes correspondientes y que por consiguiente, están 
presentes en la célula a una concentración mas o menos determinada, se l laman constitutivas. 
A ellas pertenecen las enzimas de la glicólisis que transforman la glucosa en piruvato. Las 
rutas metaból icas que funcionan con la participación de enz imas constitutivas, son 
controladas mediante la acción de otros reguladores; por ejemplo, de inhibición alostérica. 
A d e m á s de esto, en las células microbianas se tienen enzimas cuya cantidad puede 
cambiar bruscamente dependiendo de la composición del medio de cultivo. Esto ocurre como 
resultado de la inclusión o exclusión de los genes que las determinan de acuerdo a las 
necesidades de la célula; estas enzimas reciben el nombre de "inducidas". C u á n d o n o existen 
en el medio los sustratos de ellas, solamente están contenidas en la célula en cantidades traza. 
Si se añade al med io de cultivo, una sustancia que sirva como sustrato de una enzima 
determinada, ocurre entonces la formación rápida de esta; es decir, la inducción de su síntesis. 
Si el medio d e cul t ivo contiene una sustancia que se considera un producto final de alguna 
ruta metabòlica, inmediatamente cesa la síntesis de las enzimas de esta ruta. Este fenómeno 
recibió el n o m b r e de "represión por el producto final". Las enzimas que part icipan en esta 
ruta, pueden ser desreprimidas; es decir, aumentar la velocidad de su síntesis si la 
concentración del producto final decae hasta niveles muy bajos. La desrepresión de estas 
enzimas es análoga al fenómeno de inducción6 7 . 
3.1.2.1 R E P R E S I Ó N P O R P R O D U C T O F I N A L . 
En el estudio del mecanismo de represión por el producto final, el papel esencial lo tiene el 
hecho de que los genes estructurales de algunas enzimas anabólicas en el c romosoma, 
también están organizados en forma de operón. Considerando lo anterior, la represión de la 
síntesis de enz imas puede explicarse de la siguiente manera: cuando el producto de la ruta 
metabòlica se acumula en las células, interacciona con una proteína represora fo rmando así un 
represor activo. Este último se une a la región del operador y ba ja la transcripción del operón. 
El t iempo de vida media del m R N A no se prolonga y por eso, el producto final det iene la 
síntesis de la enz ima solamente por un t iempo corto. El producto final, por si mismo, se 
considera un correpresor pero no en todas las transformaciones anabólicas. Durante la 
biosíntesis de algunos aminoácidos, por ejemplo histidina y valina, el correpresor es un 
derivado del ácido ribonucleico de transferencia ( tRNA). Se debe señalar también que la 
unión de los genes responsables de la síntesis de enzimas anabólicas en "clusters", no es una 
condición esencial para la regulación por el producto final. En las células de E.coli por 
e jemplo, los genes que codifican las enzimas de la biosíntesis de arginina, ocupan posiciones 
diferentes en el c romosoma y todos ellos son excluidos por un mismo complejo represor, la 
arginina. 
La regulación de la síntesis de enzimas mediante represión por producto final, resulta 
más compleja en el caso de rutas ramificadas del anabolismo. En este caso, si uno de los 
productos finales baja completamente la formación de las enzimas que participan también en 
la síntesis de otros monómeros , entonces podría presentarse una insuficiencia de las sustancias 
necesarias para mantener el crecimiento de las células. Durante el estudio de la regulación de 
la síntesis de enzimas de rutas metabólicas ramificadas, se encontró que existen dos 
mecanismos que ayudan a superar las dificultades anteriormente mencionadas: 
1) Las isoenzimas para las reacciones comunes, se sintetizan de tal manera que cada 
producto final tiene "su" enzima cuya síntesis puede ser reprimida o desreprimida 
2) Para la represión de la síntesis de enzimas, es necesario que todos los productos que se 
sintetizan por acción de ellas, estén en exceso. Este tipo de represión se llama, represión 
multivalente y di o trivalente si en ella participan dos o tres productos. 
Los esquemas de regulación han sido estudiados detalladamente para E. coli y S. 
typhimurium, pero no deben ser considerados universales para todas las especies microbianas, 
ya que se ha demostrado experimentalmente que en algunas otras células bacterianas c o m o B. 
polymixa, Rhodospirillum rubrum y B. subtilis por ejemplo, se han desarrollado otros 
mecan ismos de regulación. Se puede concluir que en el proceso evolut ivo de diferentes 
microorganismos, las rutas anabólicas no han cambiado sino lo que ha cambiado 
significativamente es su modo de regulación6 3 . 
3.1.2.2 I N D U C C I Ó N D E L A S Í N T E S I S D E E N Z I M A S . 
El término, inducción de enzimas, puede conceptual izarse como un aumento relativo de la 
velocidad de síntesis de la enzima en respuesta a la presencia de una sustancia química, el 
inductor3 7 . La síntesis inducida de enzimas en los microorganismos, fue descrita en los años 
30*s, pero el mecanismo de este proceso permaneció incomprendido durante mucho tiempo; 
está fundamentada en un fenómeno ampl iamente conocido, como es la adaptación de los 
microorganismos a diferentes condiciones del medio ambiente67 . 
E n la mayoría de los casos, la regulación mediante inducción, es característica para las 
rutas catabólicas donde en calidad de inductor participan generalmente, los sustratos de estas 
rutas; sin embargo, las sustancias análogas de los sustratos, se consideran los inductores más 
favorables debido a que no pueden funcionar como sustratos de las enz imas inducidas; 
algunas veces, el inductor es el producto de la reacción que es catalizada por la enzima 
inducida. El e jemplo clásico de enzima inducida, es la B-galactosidasa de E.coli; al añadir 
lactosa al medio de cultivo, la actividad de la B-galactosidasa en las células, aumenta 
aproximadamente en 1000 veces. En ausencia de lactosa, el contenido de esta enzima en las 
células de E.coli, es tan pequeño que solo puede detectarse por métodos especiales. Se sabe 
que la metabolización completa del sustrato, requiere más de una enzima; por ejemplo, para la 
disociación de la lactosa, son necesarias: una permeasa, la B-galactosidasa y enzimas que 
t ransforman la galactosa en glucosa 1-fosfato. 
El metabol i smo de muchos sustratos, que son la única fuente de carbono o d e ni t rógeno 
en el medio nutri t ivo, está relacionado con la necesidad de su transporte al interior de la 
célula. La entrada de la lactosa a las células de E.coli, la asegura una pro te ína con 
características de enz ima, la galactósidopermeasa, cuya síntesis es inducida al m i s m o t iempo 
con la B-galactosidasa como resultado de la l lamada inducción coordinada. L a galactosa 
formada por acción de la B-galactosidasa, puede a su vez, inducir la síntesis coord inada de una 
serie de enz imas que la transforman en glucosa-1-fosfato. Sin embargo, la fo rmac ión de estas 
enzimas no es tá relacionada con el m o m e n t o en que aparece la B-galactosidasa y la 
galactósidopermeasa. D e esta manera, una asimilación completa de la lactosa, ocur re c o m o 
resultado de una inducción secuencial de las enz imas que la transforman en metabol i tos que 
pueden ser ut i l izados inmediatamente por la célula. La inducción secuencial se ha encontrado 
para el caso de rutas catabólicas largas, en las cuáles hay disociación de varios sustratos. 
En el año de 1961, F.Jacob y J .Monod, en base al estudio genético y b ioqu ímico de la 
asimilación de la lactosa por células de E.coli K12 , propusieron la hipótesis sobre la 
regulación de la actividad de los genes en las bacterias obteniendo un mode lo ampl iamente 
conocido c o m o el modelo del lac-operón. D e acuerdo a este modelo, en el c r o m o s o m a se 
t ienen por lo m e n o s cuatro sistemas de regulación: gen estructural (o genes q u e controlan la 
relación de las funciones bioquímicas); un gen regulador, un promotor y un operador . El gen 
regulador determina la estructura de la proteína represora. El lac-operón, no se t ranscribe en 
ausencia de la lactosa debido a que en esas condiciones, la región operadora es tá b loqueada 
por el represor. Cuándo a las células de E.coli entra la lactosa, se fo rma cierta cant idad de 
alolactosa con la participación de B-galactosidasa; la alolactosa se une c o n la proteina 
represora, la cuál cambia entonces su conformación y se destruye su unión con el operador . 
De esta manera , se hace posible la transcripción del lac-operón3 7 . 
Durante el crecimiento en un medio que contiene sustancias aromáticas, las células d e 
Pseudomonas putida deben sintetizar aproximadamente d iez enz imas que n o se f o r m a n 
cuándo estas crecen en otros sustratos. Para realizar lo anterior, se dist inguen dos mecan i smos 
de inducción: la inducción coordinada y la inducción secuencial . E n el primer caso, el sustrato 
que está contenido en el med io de cultivo "enciende" la síntesis de todas las enz imas 
necesarias para su disociación. Este mecanismo se ha descubier to para secuencias cortas de 
reacciones catabólicas6 3 . La síntesis coordinada de todas las enz imas necesarias para la 
uti l ización de algún sustrato, proporciona a la célula la ven ta ja de que puede reaccionar 
rápidamente a la presencia de este. Durante la inducción secuencial, la velocidad de 
t ransformación del sustrato, que significa la velocidad de crecimiento de las células, aumen ta 
lentamente debido a que la concentración del producto de la pr imera reacción debe alcanzar 
un nivel determinado antes de pueda estimular la formación de la segunda enzima. Durante la 
regulación de la síntesis de enz imas de rutas convergentes del catabolismo, se t iene una 
subdivis ión oportuna de estas enz imas en grupos regulados coordinadamente, cuya síntesis a 
su vez, es inducida por el producto de los grupos de enz imas precedentes. 
3 . 1 . 2 3 R E P R E S I Ó N C A T A B Ò L I C A . 
A d e m á s de la represión por producto final característica para las rutas anabólicas, se h a 
descrito un tipo de represión al cuál Magazanik lo l lamó represión catabòlica. Este consis te 
en que un sustrato, fuente de energía, que es mas fáci lmente asimilable para la célula, repr ime 
la síntesis de las enzimas de otras rutas del catabol ismo que participan en la metabol ización de 
otra fuente d e energía que comparat ivamente se asimila por la célula en f o r m a m á s lenta63 . 
La repres ión catabòlica esta fundamentada en el fenómeno de diauxia ; si en un medio 
para el cul t ivo de E. coli por e jemplo, es tán contenidas glucosa y lactosa, la célula utilizará 
inicialmente a la glucosa. Independientemente de la presencia del inductor del lac-operón, las 
enzimas que part icipan en el catabolismo de la lactosa, no se sintetizan. La transcripción de 
los genes del operón de lactosa se inicia cuándo la concentración de la g lucosa en el medio 
llega a ser m u y baja . De esta manera. la g lucosa evita la síntesis de las enz imas del lac-operón. 
Exper imental mente fue descubierto que la represión catabòlica está re lac ionada con el nivel 
de adenos inmonofos fa to cíclico ( c A M P ) intracelular, el cuál, en este proceso funciona en 
calidad de efector . El cAMP, forma un comple jo con una enzima alostérica act ivadora de 
catabolito que no es activa en estado libre; este comple jo se une a una región determinada del 
promotor , asegurando la posibilidad de unión de la RNA-pol imerasa con el p romotor y el 
inicio de la transcripción. La cantidad de comple jo formado, está de terminada por la 
concentración de c A M P , la cuál d isminuye al aumentar la concentración de glucosa en el 
medio. Así , la glucosa ocasiona un c a m b i o en la concentración de c A M P intracelular. Esta 
sustancia se ha encontrado en las células de todos los organismos procariotas; su única 
función es reguladora. El c A M P se f o r m a a partir de adenosintrifosfato (ATP) , en la reacción 
catal izada por la aderiilatociclasa la cuál está unida a la m e m b r a n a ci toplasmàtica. La 
adenilatociclasa posee una alta actividad si los componentes del s is tema d e transporte de la 
glucosa en la célula, están fosforilados. Esto ocurre en ausencia de glucosa, es decir , cuándo 
no es necesar io transportarla; de tal manera que la actividad de la adenilatociclasa aumenta al 
disminuir la concentración de glucosa en e! medio. Esto úl t imo origina un aumen to del c A M P 
y c o m o resul tado final, la inducción de la síntesis de enz imas del catabolismo d e la lactosa. 
De esta manera , la glucosa a través de su sis tema de transporte regula la concent rac ión del 
c A M P en la célula. Debido a que el catabolismo de la glucosa está re lacionado con la 
formación de energia metabòlica y con su reserva en moléculas de A T P , al aumen ta r la 
cantidad de A T P en la célula, disminuye la cant idad de c A M P y al contrario6 7 . P o d e m o s 
concluir que genera lmente los sustratos que son utilizados por s is temas enz imát icos 
constitutivos, ocas ionan una represión catabòlica de las rutas metabólicas inducidas . La 
glucosa y f ructosa , no en todos los microorganismos se consideran sustancias dominan tes en 
este proceso. En Cl.tetanomorphum por e jemplo , el L-glutamato reprime la síntesis de 
enzimas del ca tabol ismo de la glucosa. Así, los mecan ismos básicos que regulan las rutas 
catabólicas son: la inducción de la síntesis de enz imas y la represión catabòlica. 
La regulación de los procesos de transporte act ivo que aseguran la entrada de la mayor ía 
de las sustancias necesarias para las células procariotas, ocurre a nivel de la síntesis del 
t ransportador y de su funcionamiento. La biosíntesis de los componentes proteicos de m u c h o s 
sistemas de transporte, es regulada por el tipo de inducción. La glucosa, cuyo s is tema de 
transporte en la mayor ía de los procariotas es consti tutivo, baja la formación de los s is temas 
de transporte de otros azúcares y de una serie de ácidos orgánicos median te represión 
catabòlica. La excepción la constituyen algunos microorganismos aerobios obl igados , en los 
cuáles, el t ransporte de ácidos orgánicos es const i tut ivo y el sistema de t ranspor te de la 
glucosa es inducido. U n exceso de sustrato en el medio , puede reprimir la síntesis del s is tema 
de transporte correspondiente; esto es particularmente característico para los aminoác idos . En 
este caso, !a regulación del transporte está coordinada con la regulación de su me tabo l i smo 
subsecuente. De esta manera , los procesos de transporte celular se encuentran b a j o control de 
los m i s m o s mecan i smos que los procesos anabólicos y catabólicos intracelulares. 
La obtención de imitantes con daños en el s is tema d e regulación del me tabo l i smo celular 
que conducen a la sobresíntesis de determinados metaboli tos, se utiliza ampl iamente para la 
obtención de aminoácidos , vitaminas, polisacáridos y de otras sustancias q u e t ienen u n 
signif icado práctico6 7 . 
En la represión catabòlica, el caso es más compl icado cuándo algún aminoác ido sirve 
para la célula, n o solo c o m o fuente de energía y carbono sino también c o m o fuen te de 
nitrógeno. Para ilustrar esto, en el e jemplo de utilización de histidina por células de 
E.aerogenes, se observa c o m o puede influir la g lucosa en el contenido de e n z i m a s que 
catalizan la as imilación del aminoácido mencionado. Si estas células se crecen en u n m e d i o 
que contiene glucosa y nitrógeno amoniacal, no ocurre la formación de his t idinasa aún en 
presencia de histidina. La glucosa y los iones de amon io en forma conjuntan, det ienen casi por 
comple to la síntesis de esta enzima. Cuándo los iones de amonio no están presentes, es decir , 
cuando las células no t ienen una fuente de ni t rógeno complementar ia y deben uti l izar el 
ni t rógeno de la histidina, la acción represora de la glucosa sobre la síntesis de la his t idinasa 
esta menos expresada. Este e jemplo demuestra que la deficiencia de ni t rógeno puede , 
parcialmente, d isminuir la represión catabòlica ocasionada por la glucosa. De esta manera , la 
síntesis de la enz ima catabòlica depende no solamente de la presencia del inductor y de la 
I ~>8 fuente de energía, s ino también de la presencia de ni t rógeno en el medio ~ . 
P A R T E E X P E R I M E N T A L 
C A P Í T U L O I V 
4.1 E T A P A S D E L T R A B A J O D E I N V E S T I G A C I Ó N . 
C o m o menc ionamos anteriormente, el objet ivo del presente t raba jo fue el d iseño de 
biocatal izadores fundamentados en células de microorganismos para la síntesis de 
aminoác idos ; específ icamente del aminoácido L-aspártico. 
El desarrol lo de este trabajo, comprendió varias etapas: 
a) Colecc ión de muestras de suelo de distintas áreas de la región. 
b) Tra tamiento de las muestras colectadas para el a is lamiento y la obtención de cult ivos 
puros . 
c) Ident if icación de las especies microbianas aisladas, las cuáles fue ron util izadas para el 
desarrol lo de este trabajo. 
d) Inducción de los microorganismos seleccionados para la sobreproducción de la enz ima 
aspar ta toamoní ac ol iasa. 
e) Comprobac ión de que los microorganismos seleccionados desarrol laron la actividad 
enzimàt ica aspartatoamoní acó liasa. 
0 Selección de medios de cult ivo líquidos que permi t ieron la m á x i m a expres ión 
aspartatoamoníacoliasa de los biocatalizadores. 
g) Determinación del t iempo ópt imo de incubación de los biocatal izadores, para la m á x i m a 
expres ión de la actividad aspartatoamoníacoliasa. 
h) Es tudios cinéticos de crecimiento microbiano para obtener in formación sobre la fase en la 
q u e se encuentran los biocatalizadores desarrollados, 
i) Inf luencia de la concentración de cada componente del med io d e cul t ivo líquido 
se lecc ionado sobre la actividad aspartatoamoníacoliasa de los biocata l izadores obtenidos, 
j ) Es tudio de la influencia del to lueno c o m o plasmolizador de los biocatal izadores 
obtenidos , para establecer su efecto sobre la velocidad inicial de la reacción aspartasa. 
k) Def in ic ión del estado de anabiosis de las células microbianas ut i l izadas en el proceso de 
b io t rans formación del ácido fumár ico en aspártico, mediante el empleo d e inhibidores de 
la ac t iv idad vital de organismos procariotas. 
4.2 O B T E N C I Ó N D E C U L T I V O S P U R O S E I D E N T I F I C A C I Ó N D E L A S C E P A S 
S E L E C C I O N A D A S . 
El a is lamiento de los microorganismos de su habitat natural: tejidos, l íquidos del organismo 
animal , m e d i o ambiente, etc, se realiza mediante la resiembra de éstos mater ia les en medios 
nutri t ivos artificiales. Para efectuar estudios posteriores de los cult ivos microb ianos obtenidos, 
es necesar io que estos sean cultivos puros , los cuáles se logran median te la s iembra de la 
muestra obten ida en medios sólidos y res iembras posteriores que pueden realizarse en medios 
sólidos, l íquidos y semilíquidos1 1 6 . 
E n el presente trabajo, la colecta inicial de las muestras de suelo, se real izó colocándolas 
en tubos d e cul t ivo estériles que contenían 10 mi de solución fisiológica. C o n una asa 
bacteriológica, se pasó una porción de la mues t ra a la superficie de un m e d i o de cul t ivo sólido 
preparado a base de agar nutritivo y se sembró en este por estría y por d i fus ión uti l izando una 
varilla de cristal estéril para esparcir la muest ra , con lo cuál se logra adelgazar la y además, que 
las colonias que se desarrollen, queden separadas unas de otras2 3 , se incubaron duran te 24 -48 . 
a una temperatura de 30-37°C. Las colonias de microorganismos obtenidas de es tos cul t ivos 
mixtos, se resembraron periódicamente por estría en agar nutritivo en cajas Petri, supon iendo 
que cada colonia ais lada era la descendencia de u n a sola célula y por lo tanto, u n cul t ivo 
puro1 1 0 y se incubaron ba jo las condiciones mencionadas hasta que f inalmente se ob tuvieron 
cult ivos perfec tamente puros; es decir, colonias de un solo t ipo de individuos6 . 
En esta e tapa se obtuvieron mas de treinta cepas diferentes, tanto bacterias, levaduras y 
hongos , pero debido a la consideración de que la aspartatoamoníacoliasa está a m p l i a m e n t e 
distribuida en el g rupo taxonómico de los organismos procariotas41 '*4 '47, se se leccionaron las 
colonias bacterianas para continuar la investigación. 
Para mejorar las posibil idades de aislamiento del biocatalizador deseado6 , se preparó un 
medio de cult ivo sól ido con la siguiente composic ión (%): cloruro de potasio - 0.1; c loruro de 
sodio - 0.1; peptona - 1.0; extracto de levadura - 0.5; agar bacteriológico 1.5 y se le añadió 
ácido L-aspártico - 0 .05%. Se sembraron diez cepas bacterianas en este medio por estría en 
ca ja Petri y en tubo de cult ivo con el medio sol idif icado en pico de flauta, durante 2 4 y 48 hrs. 
a una temperatura de 30-32°C. En esta fase, ún icamente seis cepas presentaban desarrol lo en 
el medio seleccionado. Se aumentó la cantidad de ácido L-aspártico añadido al m e d i o de 
cultivo a 0 .1%, resembrando a los microorganismos en las condiciones indicadas has ta que 
finalmente, se lecc ionamos dos cepas que presentaban u n excelente desarrollo en d icho m e d i o 
de cultivo. 
Las dos cepas seleccionadas, se resembraron en fo rma periódica en el med io de cul t ivo 
sólido mencionado, pero se hicieron las siguientes variaciones de la cantidad de ác ido L-
aspártico que era añadido al medio como inductor (%): 0.05, 0.1, 0.2 y 0.3. El cul t ivo de los 
microorganismos , se realizó por estría en cajas Petri y en tubos de cul t ivo con el m e d i o 
sol id i f icado en pico de flauta. 
La necesidad de identificar, clasificar y caracterizar adecuadamente las cepas 
microbianas que son fuentes de diversas enzimas y que se uti l izan en procesos 
biotecnológicos , nos condujo a realizar estudios sobre las característ icas morfo lóg icas y 
b ioqu ímicas de los microorganismos seleccionados. Para ello, inicialmente se real izaron 
t inciones diferenciales, part icularmente la mas difundida de ellas, la t inción de Gram, con la 
cuál s e aprecia la capacidad de las bacterias de fijar el colorante o de decolorarse con alcohol-
cetona, lo que está relacionado con la estructura química de la pared celular; especí f icamente 
con la capa de peptidoglicano4 3 . La tinción por Gram se realizó de acuerdo a la técnica 
descri ta en el trabajo de Cowan S.T.en 197424 . 
Frecuentemente , la identidad de una especie microbiana de terminada requiere que se 
conozca de manera detallada su act ividad bioquímica, porque las característ icas morfo lógicas 
tanto coloniales c o m o celulares, no son suficientemente distintivas o diferenciales1 1 0 '1 2 8 . En 
general , el microorganismo se cult iva en medios sintéticos previamente establecidos para este 
propósi to y después de la incubación, el cultivo se examina para ver los cambios qu ímicos 
que hayan ocurrido. Particularmente se investiga la relación del microorganismo con sus 
fuentes de carbono y nitrógeno, los productos de la actividad vital que se acumulan en el 
med io (ácido, gas, alcohol), su relación con el oxígeno, bases y otros factores del m e d i o 
ambiente ; t ambién es muy importante determinar su actividad enzimàtica 1 4 3 . E n base a es tos 
antecedentes , se realizaron distintas pruebas bioquímicas para las dos cepas seleccionadas, 
e l igiendo una serie de medios que miden diferentes características metaból icas de los 
microorganismos en estudio que permiten determinar una "huella digital" b ioquímica para 
lograr la ident i f icación de las especies. Esto f u e realizado de acuerdo a las técnicas descritas 
por K o n e m a n y col1 6 0 . Además, las dos cepas fueron enviadas a la Amer ican Type Culture 
Collect ion en Rockvil le , Maryland U.S .A para la conf i rmación de su ident i f icación. 
4 3 C O M P R O B A C I Ó N D E L D E S A R R O L L O D E A C T I V I D A D E N Z I M Á T I C A 
A S P A R T A T O A M O N Í A C O L I A S A E N C É L U L A S D E B. cereus Y E. cloacae. 
La aspar ta toamoníacol iasa (C.E. 4.3.1.1) cataliza la reacción reversible d e aminac ión del 
ácido fumár i co con amonio formando ácido aspártico. Para efectuar esta reacc ión uti l izando 
las células d e B. cereus y E. cloacae c o m o biocatalizadores, fue necesario in ic ia lmente seguir 
las condic iones de reacción mencionadas en la l i t e r a t u r a 8 2 ' s u s t r a t o - fúmara to de 
amonio 0 . 5 M ; temperatura - 37°C; p H - 8.0, c loruro de magnesio 0 .1% y to lueno - 1 .0% 
4 3 . 1 P r e p a r a c i ó n de los b ioca ta l i zadores . -
Las células de B. cereus y E. cloacae fue ron cult ivadas en un medio líquido preparado con 
fundamento en los t rabajos de Enei4 9 , Kisumi 9 7 y Kondriateva8 3 . Se es tableció un medio 
nutritivo l íquido para la propagación de los biocatalizadores con la s iguiente composic ión 
(%): caldo de Hott inger ( preparado de acuerdo a la técnica de R.V. Epshte in — Litvak1 9) - 50 
%/v- extracto de levadura (50 mi de una solución al 0.5%); peptona - 0.5 y ác ido L-aspártico 
- 0.1. El p H del medio se ajustó a 7.0 cuando f u e necesario con hidróxido de a m o n i o o ácido 
acético. El m e d i o nutritivo se esterilizó a 121°C durante 15 minutos, después de lo cuál, se 
distribuyó en vo lúmenes de 100 mi. en matraces Erlenmeyer de 1000 mi . Se prepararon las 
cepas para su inoculación al medio líquido de la siguiente manera: se cul t ivó a los 
microorganismos en tubos de cultivo con m e d i o solidificado en pico de f lauta durante 24 h., 
pasado este t iempo, se le agregó al tubo de cultivo, 1 mi . del med io líquido, se h izo una 
suspensión lo más homogénea posible; de aquí, se tomaron vo lúmenes de 0.1 mi (0.1 mi d e 
suspensión corresponde aproximadamente a 2.15 x 106 células), los cuáles fueron inoculados 
en los matraces que contenían los 100 mi de medio nutrit ivo líquido. Se incubaron duran te 10 
k 126.165 a u n a temperatura de 30-32°C ba jo agitación constante a 250 rpm. D e la m i s m a 
manera se cultivaron los microorganismos control; es decir , aquéllos que se desarrol laron en 
med io sól ido sin ácido aspártico c o m o inductor y que por lo tanto se consideró , no 
sobreproducían la enz ima aspartasa. Posteriormente se procedió a separar la b i o m a s a 
desarrol lada por centr i fugación a una temperatura de 0-4°C d u r a n t e 20 minutos a 6370Xg . El 
paquete celular obtenido, se lavó dos veces con agua de la llave esterilizada o con solución 
amort iguadora de fosfatos 0 .01M de pH-7.0 para el iminar los residuos del med io nutri t ivo 
líquido que pudieran haber quedado adheridos a la pared celular. Se separó el paquete celular 
cent r i fugando durante 15 min. ba jo las mismas condiciones. Después de la úl t ima lavada, las 
células se suspendieron en solución amort iguadora de fosfa tos 0 .01M de pH-7 .0 y se 
conservaron a temperatura ambiente o a 4°C. 
4.3.2 P r e p a r a c i ó n de l s u s t r a t o p a r a la r eacc ión c a t a l i z a d a p o r la a s p a r t a s a 
i n t r a c e l u l a r d e B. cereus y E. cíoacae. 
C o m o sustrato para la reacción aspartasa o aspartatoamoníacoliasa, se utilizó fúmara to de 
amonio 0 .5M, preparado con ácido fumárico e hidróxido de amonio y a justando has ta un p H 
de 8.0 con este último82 '16*. El avance de la reacción en el curso del t iempo, se realizó por el 
mé todo espectrofotométrico4 8 '1 1 5 ; se realizaron medic iones de la concentración del sustrato 
consumido (o t ransformado en producto) por su absorbancia a 240 n m . en un 
espectro fo to met ro Beckman DU-650 . La longitud de onda de m á x i m a absorbancia del 
fumara to d e amonio , fue seleccionada real izando espectros de absorc ión de esta sustancia 
desde 2 0 0 hasta 400 nm; as imismo, se estudiaron los espectros de absorción del ácido L-
aspártico para tener mayor seguridad de que la longitud de onda se lec ionada no coincidiera 
con la de m á x i m a absorbancia del fumara to de amonio. Las med ic iones se realizaron en una 
celda de 1 c m de espesor utilizando agua desti lada para calibrar y un coef ic iente de extinción 
molar de 2 .53 x 103 M"1 cm"1165 '179. 
El c a m b i o en la concentración de sustrato en el curso del t i empo de la reacción, fue 
de te rminado por la siguiente ecuación: 
[S] = D240- d/e-a 
Donde: [S] - es la concentración de sustrato 
D240 - es la densidad óptica de la solución 
d - di lución de la solución inicial 
8 - es el coeficiente de extinción molar del ácido fumárico, 2530 JvT'cm"1. 
a — trayecto óptico de la celda, 1 c m 
La determinación inmediata de fumara to de amonio solo es pos ib le a concentraciones 
bajas de 10~* a 10"3 M; en este caso se t rabajó a concentraciones m á s altas, así que fue 
necesario efectuar diluciones de las muestras , aproximadamente de 2 ,000 a 4 ,000 veces. 
4 3 . 3 D e t e r m i n a c i ó n de la c o n c e n t r a c i ó n de p ro t e ína . -
Debido a q u e la aspartatoamoníacoüasa está contenida en el interior de las células de B. 
cereus y E. cloacae y no se conoce su concentración exacta1 6 4 , fue necesar io determinar el 
contenido de proteína total en las células microbianas, para calcular poster iormente la 
act iv idad e n z i m à t i c a aspartasa. Para ello, se ut i l izó la metodolog ía p ropues t a p o r Pe te rson 
para cé lu las d e microorganismos 1 1 3 , q u e pe rmi t e u n a rápida d e t e r m i n a c i ó n d e la 
concen t rac ión d e pro te ínas de la m e m b r a n a y d e pro teo l íp idos en so luc iones d i l u i d a s (1 -100 
fig de p ro te ína po r mi ) . Inicialmente se cons t ruyó u n a curva de cal ibración l ineal u t i l i zando 
c o m o pro te ína es tándar , la a lbúmina de suero bov ino . En es ta curva de ca l ib rac ión se exp resa 
el logar i tmo d e la dens idad óptica de la solución, en func ión del logar i tmo d e la concen t r ac ión 
de pro te ína en la mues t ra . Se cons idera q u e la reg ión lineal de la cu rva d e ca l ib rac ión es 
pos ib le ampl i a r l a d e s d e 5 p.g hasta 125 p.g d e p ro te ína en la prueba 6 1 . El p r o c e d i m i e n t o que 
se s iguió pa ra la de te rminac ión de proteína fue el s iguiente: 
* * P repa rac ión de los reactivos necesar ios: 
- Tar t ra to d e sodio-potas io al 2 % 
- C U S 0 4 - 5 H 2 0 a l 1 % 
- N a 2 C 0 3 al 2 0 % 
- N a O H 0 . 8 N 
Es tos reac t ivos , ademas del S D S (dodeci l su l fa to de sodio) , s e u t i l i za ron pa ra la 
preparac ión del reac t ivo "A": 0.6 g. de S D S , 12 mi d e agua desti lada. 6 mi de N a O H 0 .8N, 6 
mi de u n a so luc ión q u e se preparó con 5 mi de ca rbona to de sodio al 2 0 % , 1 m i d e su l fa to de 
cobre al 1%, 1 m i de tartrato de sodio y po tas io al 2 % y 3 m i de agua des t i lada . 
- Reac t ivo d e Fo l in 2 N 
* El reac t ivo d e Fol in se preparó t amb ién e n el Depar tamento d e B i o t e c n o l o g í a d e la 
s iguiente mane ra : 
E n un m a t r a z er lenmeyer de 1 L, se d iso lv ieron 2 5 g. de w o l f r a m i a t o d e sodio 
( N a 2 W o 0 4 . H 2 0 ) y 6 .25 g. de mol ibda to d e sod io (NaíMoO-i.I-hO) en 175 m i d e agua 
destilada. Se agregaron cu idadosamente 25 mi de ácido fosfór ico al 8 5 % y 25 mi de HC1 
conc. Se adaptó un condensador y se somet ió a ref lujo durante 10 h., después de lo cuál se 
de jó enfr iar y se adicionaron 37.5 g. de sulfato de litio, 12.5 mi de agua desti lada y 3 a 4 go tas 
de b romo. Se llevó a ebull ición nuevamente ya sin condensador y dentro de una c a m p a n a de 
extracción durante 15 min. para e l iminar el exceso de b romo. S e comple tó a 250 mi con agua 
desti lada y se conservó en frasco á m b a r en refrigeración. 
** Construcción de la curva de calibración.-
Para la construcción de la curva de calibración se preparó una solución madre que 
contenía 125 ^ig/ml de a lbúmina de suero bovino. De aquí , se tomaron las s iguientes 
cantidades: 1.0, 0.8. 0.6, 0.5, 0.4,0.2, 0.1 mi se completaron a 1 mi con agua desti lada y se 
colocó un control que contenía solo 1 mi de agua destilada. T o d a s las muestras fueron tratadas 
con 1 mi de reactivo "A". Después de 10 min. se les añadió 0.5 mi de reactivo de Folin y al 
cabo de 30 min. se leyó la absorbancia de cada muestra a u n a longitud de onda de 750 nm. en 
un espectro fotómetro Beckman D U - 6 5 0 en una celda de 1 c m de espesor frente al control . S e 
construyó la curva de cal ibración c o m o se indicó anteriormente. 
D e esta manera , para la determinación de proteína celular, se tomaron 0.1 mi de la 
suspensión celular obtenida en el desarrollo de la b iomasa y se di luyó en 50 mi de agua 
destilada. Se trató de la m i s m a mane ra que las muestras para la construcción de la curva de 
calibración y se extrapoló en la gráf ica construida para este fin, obteniéndose así la cant idad 
de proteína bacteriana total en mg/ml , que es uti l izada c o m o biocatal izador en la reacción 
aspartasa. Es necesario menc ionar que las lecturas de las mues t ras en el espectro fotómetro , 
deben hacerse inmedia tamente después de que han pasado 30 minutos de la adición del 
reactivo de Folin, ya que hay una pérdida del 1-2% en la coloración de las muestras por h.1 1 3 . 
4 3 . 4 D e t e r m i n a c i ó n d e la a c t i v i d a d enz imà t i ca . -
La act ividad aspartatoamoníacoliasa de las células de B. cereus y E. cloacae, se determinó con 
base en las medic iones cinéticas real izadas en estudios de consumo de sustrato en función del 
t iempo d e reacción. La reacción se l levó a cabo en reactores ba tch enchaque tados con 
capacidad de 120 mi ba jo agitación constante . En cada uno de ellos se agregaron 30 mi del 
sustrato, f umara to de amonio 0.5 M de p H - 8.0, M g C h - 0.03 gr, to lueno 0.3 mi y la 
temperatura de reacción fue de 37°C. La reacción se inició al añadir 3 m i de la suspensión de 
células q u e corresponden a una cant idad de proteina de 1—2 mg/ml. S e recogieron alícuotas de 
250 p.1 (las a l ícuotas que se recogen deben ser de volumen pequeño en comparac ión con el 
vo lumen total de la mezcla reaccionante para alterar lo menos posible la interrelación sustrato 
- biocatal izador) . 
Para un estudio mas completo del pe r íodo inicial de la reacción, los p r imeros 20 min. se 
recogieron al ícuotas cada 5 min; después , cada 10 min. hasta que se l levaba 1 h de reacción y 
f inalmente la segunda hora, cada 15 min . Las muestras se colocaron en tubos de ensayo con 
agua dest i lada, se detuvo la reacción por calentamiento a 80-100°C durante 3 min, 
poster iormente se determinó la absorbancia de cada muestra en el espectro fo tómetro a una 
longitud de o n d a de 240 nm. Los resul tados obtenidos de las lecturas de absorbancia, se 
convier ten de unidades ópticas a concentración de sustrato de acuerdo a la ecuac ión expresada 
en el apar tado de preparación del sustrato. Los datos se procesaron en una gráfica de 
concentración de sustrato en función del t i empo de reacción, [S] = f(t). La actividad 
enzimàtica aspar tasa se determinó cuant i ta t ivamente de acuerdo a la s iguiente ecuación: 
ki 
A . rn moles/mg seg 
tp] 
Dónde: k¡ - es la constante efectiva de la velocidad del proceso, que se de t e rmina c o m o la 
tangente del ángulo de desviación en la g ráñca de [S] = f(t) y [p] es la concent rac ión de 
proteína expresada en mil igramos de proteína por mililitro de mezcla reaccionante o sustrato. 
La actividad enz imàt ica aspartasa, fue calculada también como Unidades d e Act iv idad 
Aspartasa (U), q u e corresponden a la cantidad d e micromoles de sustrato t r ans fo rmado por 
mil igramo de prote ína por hora. 
4 3 . 5 M e t o d o l o g í a p a r a la ident i f icac ión del p r o d u c t o d e la reacc ión a s p a r t a s a . -
El producto de la reacción aspartasa, catal izada por células de B. cereus y d e E. cloacae, 
el aminoácido L-aspárt ico, fue determinado inicialmente por el método de n inhidr ina 9 2 que es 
ampliamente ut i l izado para la determinación de aminoácidos . La ninhidrina descarboxi la por 
oxidación los a - a m i n o á c i d o s a CO2, NH3 y un a ldehido con un á tomo de ca rbono m e n o s que 
el aminoácido precursor. Luego, la ninhidrina reducida reacciona con el aminoác ido fo rmando 
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un comple jo de color azul . En esta reacción, el sustrato, fumarato de amonio , n o presenta 
reacción con la ninhidr ina y debido a ello, es posible la determinación inmediata del producto 
de la reacción en las alícuotas tomadas de la mezc l a reaccionante. En base a es tos datos , se 
realizó la ident i f icación en la mezcla reaccionante, que resultó positiva. A d e m á s de esta 
prueba de ident if icación, se realizó un estudio cromatogràf ico en capa delgada1 pa ra ello, se 
prepararon placas de sílica gel con una superf icie perfec tamente uniforme, se co locaron estas 
placas en la es tufa a una temperatura de 80 - 100°C durante 2 o 3 h. para act ivarlas y 
posteriormente se aplicaron las muestras que consist ieron en: ácido L-aspárt ico de grado 
analítico (control), una mezcla de aminoácidos (ácido L-aspártico, lisina, his t idina, t r ip tofano 
y tirosina) y el producto de la reacción obtenido al detener la reacción aspar tasa por 
calentamiento y precipitando el producto con H2SO4 hasta un p H de 2.5-3.0144 ,179- Las placas 
se colocaron en cámaras q u e contenían el eluente: butanol-ácido acético y agua (1:1:1). S e 
dejó correr el eluente hasta l c m antes de la altura total de las placas; se secaron en la es tufa a 
80°C y se revelaron con una solución de ninhidrina. La identif icación final del ác ido L-
aspártico obtenido se realizó por cromatograf ía de l íquidos (HPLC) , ut i l izando una c o l u m n a 
de fase reversa empacada con Lichrosorb RP-18 de 5|¿m, y acetonitr i lo/fosfato c o m o eluente. 
4.4 S E L E C C I Ó N D E M E D I O S D E C U L T I V O L Í Q U I D O P A R A L A P R O P A G A C I Ó N 
D E L O S M I C R O O R G A N I S M O S C O N A C T I V I D A D A S P A R T A T O A M O N Í A C O -
L I A S A 
En el parágrafo correspondiente a la preparación de los b io catalizado res, se m e n c i o n ó ya la 
composic ión del medio de propagación que fue establecido en base a revisión de li teratura. 
Los microorganismos desarrol lados en este medio, tanto B. cereus c o m o E. cloacae, expresan 
claramente la actividad enzimàt ica aspartatoamoníacoliasa; sin embargo, para el es tudio 
adecuado de un biocatalizador, es deseable utilizar un medio opt imizado y balanceado ya que 
las características fisiológicas de los microorganismos varían ampl iamente en relación a sus 
necesidades nutricionales y dan respuestas diversas dependiendo de las condiciones de los 
medios de cultivo8 9 '1 1 0 ; además , es conveniente que los microorganismos que se ut i l izan en 
los procesos biotecnológicos, sean propagados en medios de cul t ivo cuyos componen tes es tén 
estandarizados; es decir, que no tengan variaciones en el contenido de la fuente de ca rbono , 
ni trógeno, etc. ya que esto repercute en la fisiología del microorganismo y por lo tanto, en el 
rendimiento del producto terminado22 '42"96 . 
El m e d i o de cultivo liquido que se había utilizado para la propagac ión de los 
biocatal izado res contenía (%): caldo de Hott inger - 50 (%/v), extracto de levadura (50 mi de 
una so luc ión al 0 .5%); peptona - 0.5 y ác ido L-aspártico - 0.1. D e es tos componentes , c o m o 
ya se había mencionado, el caldo de Hot t inger es un medio natural ya que e s preparado a 
partir de mater ia pr ima fresca; debido a ello, puede tener var iaciones en su composic ión 
dependiendo de la calidad de estas. Por lo anterior, se buscó un m e d i o de cul t ivo l íquido para 
los biocatal izadores en los que el caldo de Hott inger fuera sustituido p o r otro componente ya 
es tandar izado y que este cambio no influyera en la expresión de la act ividad enzimàtica de los 
biocatal izadores. Se prepararon también otros medio de cult ivo l íquido para comparar el 
desarrollo y la actividad enzimàtica de los microorganismos t o m a n d o en cuenta que los 
mic roorgan i smos seleccionados crecen en presencia de oxígeno y en med ios que contienen 
caldo nutri t ivo y algunos péptidos6 3 . Fueron utilizados los siguientes med ios de cultivo: 
I. Ca ldo de Hot t inger - 50 (%/v) 
Cloruro de sodio — 0.5 g 
A gua de la llave — 50 mi 
II. M e d i o Y P G (%): 
Extracto de levadura - 0.3 g 
Glucosa - 2 .0 g 
Peptona - 1.0 g 
A gua dest i lada. 
III. Ca ldo nutr i t ivo - 0.8 g(%/v) 
Cloruro d e sodio 0.5 g (%/v) 
Ác ido L-aspárt ico - 0.1 g (%/v) 
IV. Ca ldo nutri t ivo - 0.8 g (%/v) 
Extracto de levadura 0.3 g (%/v) 
Peptona - 1.0 g (%/v) 
Ácido L-aspárt ico - 0.1 g (%/v) 
V. Ca ldo de Hott inger - 50 (%/v) 
Extracto de levadura - 0.3 g 
Peptona - 1.0 g 
Ácido L-aspártico - 0.1 g 
Se rea l izaron una serie de 10 exper imentos , en los cuáles se es tudió el c a m b i o en la 
concentración d e f u m a r a t o de amonio 0 . 5 M que se uti l iza c o m o sustrato d e la reacc ión 
aspartasa. C o m o biocata l izador de esta reacción, s e ut i l izaron únicamente las cé lu las d e B. 
cereus cu l t ivadas e n c a d a uno de los c inco m e d i o menc ionados durante seis h o r a s b a j o 
agitación cons tan te a u n a temperatura de 30 -32°C , separadas poster iormente de l m e d i o d e 
cultivo y suspend idas en u n a solución amor t iguadora de fos fa tos 0 .01M de p H - 7 . 0 . Es tas 
células con t ienen t o d o el conjunto de enz imas necesar ias para el crecimiento; s in embargo , 
estas se encuen t ran en u n es tado de inactividad relativa4 2 . La determinación d e la ac t iv idad 
enzimàtica se rea l izó de acuerdo a la metodologia expues ta en el parágrafo de de t e rminac ión 
de la act ividad enz imà t i ca anter iormente descri to. 
4 .5 D E T E R M I N A C I Ó N D E L T I E M P O Ó P T I M O D E I N C U B A C I Ó N D E C É L U L A S 
D E B. cereus Y E cloacae P A R A L O G R A R U N A M Á X I M A E X P R E S I Ó N D E L A 
A C T I V I D A D A S P A R T A T O A M O N Í A C O L I A S A . 
La organizac ión de los procesos b io tecnológicos en los q u e se utiliza la ac t iv idad de los 
mic roorgan i smos c o m o catalizadores, genera lmente cons idera estudios sobre la fisiología de 
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los o rgan i smos produc tores . Los mic roorgan i smos en la naturaleza, rara v e z se encuen t ran 
en condic iones óp t imas ; de tal manera que, la s e g u n d a d de acceso de los sus t ra to y el p u n t o 
ópt imo de las d e m á s condiciones , const i tuyen solo u n per íodo m u y corto e n la v i d a de los 
microorgan ismos tanto en el suelo c o m o en el agua. D e hecho, la combinac ión d e t odas las 
condiciones óp t imas , es creada en el laboratorio. Si la síntesis del producto d e s e a d o en un 
proceso b io tecnológ ico está relacionada con el c rec imiento microbiano, en tonces , la ruta 
básica para aumen ta r la productividad debe estar di r igida a lograr un desarrol lo ó p t i m o de las 
células q u e se exprese en términos cuanti tat ivos1 1 0 , 1 2 8 ; o si el producto n o g u a r d a re lación 
proporcional con la cant idad de b i o m a s a microbiana acumulada , entonces , es necesar io 
conocer la interrelación entre es te y la fase de crec imiento en la que se encuent re el 
microorganismo, ya que esto nos da información sobre el e s tado fisiológico que t iene la cé lu la 
en el m o m e n t o indicado1 1 4 . 
E n relación con este punto , s e real izaron estudios para es tablecer e l t i empo ó p t i m o d e 
incubación que requieren, tanto las células de B. cereus c o m o d e E. cloacae para expresar d e 
una f o r m a m á x i m a , la act ividad aspar ta toamoníacol iasa desarrol lada 1 7 3 . Para realizar este 
es tudio, se prepararon las cepas para inoculación en med io l íquido c o m o se menc iona en el 
parágrafo de obtención de los biocatal izadores; se incubaron a d i fe rentes t iempos: 2 ,4 ,6 ,8 ,10, 
12,14 y 16 h ba jo agi tación constante , 250 rpm, a una tempera tura d e 30-32°C. D e s p u é s d e 
cada per íodo de incubación, se recogió la b iomasa por la técnica ya descri ta y se de te rminó la 
act ividad enz imàt ica de acuerdo a lo propuesto en el apar tado d e de terminación de la 
act ividad enz imàt ica de los biocatal izadores . para lo cuál f u e necesar io también conocer la 
cant idad de proteína celular total desarrol lada para cada t i empo de incubación. 
S imul táneamente con los exper imentos para la de te rminac ión del t i empo óp t imo de 
incubación, se realizó otra serie de exper imentos que nos p roporc ionó in formación sobre la 
cinét ica de crecimiento microbiano . Para esto, se preparó el b iocatal izador para su 
propagac ión en med io l íquido, se incubó durante 24 h a 30 -32°C b a j o agi tación constante , 250 
r p m y cada hora se t omó una al ícuota de 1 mi que fué t ra tada para resembrarse en m e d i o d e 
cult ivo sólido. Este mé todo se d e n o m i n a conteo en placa y es ampl i amen te ut i l izado ya q u e 
pone d e mani f ies to ún icamente la poblac ión viable s in cons idera r células degradadas o 
muer tas del cult ivo1 1 0 . 
4.6 E S T U D I O S O B R E L A I N F L U E N C I A D E C A D A U N O D E L O S C O M P O N E N T E S 
D E L M E D I O D E C U L T I V O L Í Q U I D O S E L E C C I O N A D O , S O B R E LA E X P R E S I Ó N 
D E L A A C T I V I D A D E N Z I M À T I C A A S P A R T A S A , D E C É L U L A S DE B. cereus. 
La uti l ización de los microorganismos en los procesos bioiecnológícos supone el cultivo 
opt imizado de estos, de tal manera que expresen al máximo su capacidad biosintética de los 
productos deseados. Para lograr esto, se estudió el efecto que ejercen cada uno de los 
componentes del medio de cultivo l íquido sobre la capacidad de expresión de la actividad 
aspartatoamoníacoliasa de las células de B. cereus que son utilizadas como catalizadores en la 
síntesis del ác ido L-aspártico; es decir, establecer si alguno de los componentes del medio es 
un factor l imitante o inhibidor para la expresión de esta actividad enzimàtica y a qué 
concentración lo es. La limitación del crecimiento por la deficiencia de algún elemento de la 
I s 
al imentación, es analizada como un medio para dirigir el metabolismo . El medio de cultivo 
seleccionado c o m o resultado de los exper imentos realizados para este fin, contenía (%): 0.8 
de Caldo nutri t ivo; 0.3 de extracto de levadura, 1.0 de peptona y 0.1 de ácido L-aspártico. Los 
exper imentos fueron diseñados de la siguiente manera: se hicieron variaciones en la 
concentración de cada uno de los componentes : 
Caldo nutri t ivo (%): 0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1.0 
Peptona (%): 0, 0 .1 ,0 .3 , 0.5, 1.0 
Extracto de levadura (%): 0, 0.1, 0.2, 0 .25, 0.3 
Al estudiar la influencia de cada componente del medio, el resto de estos permaneció sin 
variaciones en su concentración. Se preparó el biocatalizador, células de B. cereus, de acuerdo 
a la metodología descrita anteriormente para este fin, utilizando los medios de propagación 
preparados considerando las variaciones de concentración de los componentes. Se determinó 
la act ividad enz imà t i ca d e los paquetes celulares ob ten idos s iguiendo la m e t o d o l o g í a 
establecida para e l lo en el parágrafo de "determinación de act ividad enz imàt ica" ; d e igual 
manera se procedió a la de terminación de la proteína celular desarrol lada. 
4.7 I N F L U E N C I A D E L A C O N C E N T R A C I Ó N D E T O L U E N O C O M O 
P L A S M O L I Z A D O R S O B R E L A V E L O C I D A D D E L A R E A C C I Ó N A S P A R T A T O -
A M O N Í A C O L I A S A C A T A L I Z A D A P O R C É L U L A S D E B. cereus Y E\ cloacas. 
En los procesos tecnológicos en los que se uti l izan células de microorgan ismos en ca l idad de 
catal izadores, el t ranspor te de las sustancias a t ravés de la pared celular y la m e m b r a n a 
c i toplasmàt ica en cond ic iones naturales, se realiza pr inc ipa lmente por d i fus ión pas iva q u e se 
somete a la Ley d e Fick o por d i fus ión facili tada deb ido al es tado en el que se encuen t ran las 
células y a la fue rza iónica de la solución e x t e m a por la alta concentración de los sustratos . 
Esto const i tuye una de las pr incipales l imitantes ya q u e la velocidad del proceso d e p e n d e r á de 
la velocidad a la q u e se t ransporten los sustratos a t ravés de la pared celular y m e m b r a n a 
ci toplasmàtica, la cuá l , n o es suficiente para jus t i f icar el uso de estos biocatal izadores; deb ido 
a ello es necesar io, en pr imer lugar, investigar las pos ib i l idades de aumentar la pe rmeab i l idad 
de la m e m b r a n a para los sustratos y productos de la reacción. E n relación con es te pun to , se 
revisaron d i ferentes m é t o d o s de activación que p roducen u n aumen to en la ve loc idad d e 
transporte de las sustancias7 0"7 4; en estos t raba jos se descr ibe que al calentar b r e v e m e n t e las 
células de E. coli has ta u n a temperatura cercana a la letal, ocurre el desprend imien to d e los 
l ipopolisacáridos y de a lgunas proteínas; a s imismo, q u e cambia el es tado físico d e los 
componen tes de la m e m b r a n a . En el t rabajo de Hi tchener 7 0 se estableció que b a j o u n c h o q u e 
térmico de las cé lu las de E. coli, ocurrió un cambio en la estructura de la m e m b r a n a e x t e m a 
de las células q u e sin embargo , no ocas ionó su muer te , y aprox imadamente el 2 0 % de los 
l ipopol isacár idos se segregó a la solución. Poster iormente se uti l izò e t i lendiaminatet raceta to 
( E D T A ) 1 m M , el cuál aumen tò la extracción de los l ipopolisacáridos has ta un 5 0 % . Se señaló 
también q u e el choque térmico ocas ionó un cambio en la m e m b r a n a c i toplasmàt ica deb ido a 
la ext racción de l ipopolisacáridos y de a lgunas enzimas. U n e fec to m u y parec ido al descr i to 
en el t r aba jo de Hitchener , e s ocas ionado por la acción del to lueno, E D T A , c lo roformo, éter, 
d imet i l su l fóxido, fenol , acetona, a lcoholes alifáticos, etc.40 '52 '68 ,108 '119 '157 
E n el presente t rabajo se invest igó la acción que ejerce el to lueno c o m o p lasmol izador y 
se es tudió ampl iamente su efecto sobre la pared celular y m e m b r a n a c i toplasmàt ica de los 
biocata l izadores obtenidos y que se ve re f le jada en la velocidad d e la reacción catal izada por 
las células comple tas de B. cereus y E. cloacae, y pos ter iormente e n los va lores de su 
actividad aspar ta toamoníacol iasa . C o n relación a este punto, se e fec tuaron exper imentos 
donde se es tudió la velocidad inicial d e la reacción aspar ta toamoníacol iasa en reactores de 
mezc lado ideal, catal izada por células libres de B. cereus y de E. cloacae b a j o las s iguientes 
condic iones de reacción: sus t ra to- fumara to de amonio 0 .5M, pH-8 .0 , M g C h - 0 . 1 % , T - 3 7 ° C , 
var iando la concentración de tolueno (%): 0. 0.1, 0.2,0.3, 0.4, 0 .5 . 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0, para 
B. cereus y es tudiando además . 1 .5%, 2 . 0 % y 2 .5% en el caso de E. cloacae. El curso de la 
reacción y la determinación de la act ividad enzimàtica, se realizó de acuerdo a la metodología 
m e n c i o n a d a en el apartado de "determinación de la actividad enzimàt ica" . 
4.8 E M P L E O D E C L O R A N F E N I C O L P A R A C O M P R O B A R E L E S T A D O D E 
A N A B I O S I S D E L A S C É L U L A S D E B.cereus D U R A N T E L A 
B I O T R A N S F O R M A C I Ó N D E Á C I D O F U M Á R I C O E N Á C I D O L - A S P Á R T I C O . 
Estos e x p e r i m e n t o s tuvieron c o m o propósi to , establecer si la s ín tes is de la 
aspar ta toamoníacol iasa ocurre de novo al uti l izar las células de Bacillus cereus c o m o 
biocatal izadores d e la síntesis del aminoác ido L-aspárt ico en reactores t ipo ba t ch o si las 
células sob rep roducen la enz ima menc ionada en el t ranscurso de la f e rmen tac ión y se 
encuentran, e n la b iot ransformación, en u n es tado de anabiosis. Para el lo , se inhibieron 
algunos p rocesos de la actividad vital de las células microbianas c o m o la s íntesis d e proteínas. 
Se utilizó u n o de los antibióticos más efec t ivos para células bacterianas, el c loranfenico l , que 
inhibe la f o r m a c i ó n del enlace peptídico c o m o resultado del b loqueo del s i t io ac t ivo de la 
peptidi l t ransferasa en la subunidad SOS del ribosoma 37. 
Las cé lu las de B.cereus se cult ivaron en el med io nutritivo p rev iamen te se leccionado, 
durante 6 h a 30 -32°C ba jo agitación constante . El cloranfenicol se añad ió al cul t ivo en 
concentrac iones d e 300 p.g/ml, después de iniciada la fermentación: a las 2 , 3 , 4 y 5 horas, 
cont inuando la incubación hasta las seis horas establecidas inicialmente. D e s p u é s de este 
t iempo de incubac ión , la b iomasa celular desarrol lada, se separó por cen t r i fugac ión a 6 3 7 0 X g 
durante 2 0 m i n a 2 -4 °C. Se determinó t ambién la proteína celular por el mé todo de 
Peterson1 1 3 . El paque te celular obtenido en cada caso, se util izó c o m o b ioca ta l izador de la 
reacción aspar tasa q u e se realizó en reactores ba tch de acuerdo a la me todo log í a previamente 
descrita para es te fin. Simul táneamente , la reacc ión se efectuó ut i l izando m e z c l a reaccionante 
que no con ten ía to lueno en calidad de p lasmol izador , para establecer a d e m á s si la integridad 
de la m e m b r a n a celular no se veía afectada por el c loranfenicol , ya q u e c o m o e s sabido, este 
afecta toda la s íntesis de proteína de la célula, incluyendo las proteínas q u e v a n a f o r m a r parte 
de la pared celular y m e m b r a n a citoplasmàtica. C o m o control de estos exper imen tos , s e 
realizaron es tudios c inét icos de consumo de sustrato, ut i l izando c o m o cata l izadores cé lu las 
cultivadas por el t i empo establecido (6 h) sin la presencia del cloranfenicol en el m e d i o de 
incubación ni en el s i s tema reaccionante. 
R E S U L T A D O S Y D I S C U S I Ó N 
C A P Í T U L O V 
5.1 O B T E N C I Ó N D E C U L T I V O S P U R O S E I D E N T I F I C A C I Ó N D E L A S C E P A S 
S E L E C C I O N A D A S . 
Después del t ra tamiento de las mues t ras colectadas de acuerdo a lo descr i to en metodo log ía 
para este punto , se obtuvieron cul t ivos per fec tamente puros6 . En es ta e t apa se obtuvieron m a s 
de treinta c epas diferentes, tanto bacterias , levaduras y hongos , lo cuál f u e de te rminado por el 
tipo de c rec imien to que presentaron en el med io utilizado; aunque el cul t ivo p redominan te era 
bacteriano ya que los hongos genera lmente t ienen un desarrollo m a s lento que las bacterias y 
cuando l legan a coexistir , el desarrollo de es tas sobrepasa al de los hongos 6 . 
El cul t ivo de las colonias bacter ianas seleccionadas en el m e d i o só l ido indicado dio 
como resu l tado el a is lamiento de ún icamen te seis cepas. Pos ter iormente se se leccionaron dos 
cepas q u e presentaban un excelente desarrol lo en el med io só l ido en el cuál se había 
aumentado la cant idad de ácido L-aspár t ico hasta 0 .1%. Esto fue rea l izado basándonos en que 
el ácido L-aspár t ico es uti l izado c o m o inductor en el medio y por lo tan to , para q u e pueda ser 
util izado p o r la célula, esta debe sobreproduci r la enzima aspartatoamoníacoliasa6 3 '8 3 '9 4 '1 4 8 . 
D e s p u é s de aprox imadamente 150 res iembras de las dos cepas e n el m e d i o sól ido b a j o 
diferentes concentrac iones de ác ido L-aspárt ico, se obtuvieron los resu l tados que se expresan 
en la tabla 1 ; d e acuerdo a los cuáles , las cepas que presentan un exce len te desarrol lo a las 2 4 h 
de incubac ión indican que en el las se es t imula la ruta me tabò l i ca d e fo rmac ión de la 
aspar ta toamoníacol iasa con esta cant idad de inductor lo que les pe rmi te adaptarse al med io de 
cultivo y desarrol larse. C o n base en es tos datos, se estableció c o m o m e d i o de cul t ivo sól ido 
base el s igu ien te (%): NaCl-0.1 , KC1-0.1, pep tona 1.0, extracto de l evadura 0.5, agar 
bacteriológico-2.0 y ác ido L-aspártico-0.1. 
5 .1 .1 I d e n t i f i c a c i ó n de los m i c r o o r g a n i s m o s se lecc ionados 
La c las i f icac ión de los microorganismos en gramposi t ivos y g ramnega t ivos es tablec ida 
por la reacc ión d e las células bacterianas a la t inción de Gram4 3 '6 7 . Los resul tados d e la t inción 
diferencial po r el m é t o d o de Gram, se mues t ran en la tabla No.2 . Los resul tados de las p ruebas 
b ioquímicas pa ra las dos cepas seleccionadas, los cuáles fueron comprobados p o r la A T C C , se 
expresan en la t ab la 3. 
T a b l a 1. 
R e s u l t a d o s de l cu l t ivo d e d o s c e p a s b a c t e r i a n a s d e s a r r o l l a d a s en m e d i o só l ido q u e 
con ten ía ( % ) : N a C I - 0 . 1 ; KC1-0.1, pep tona -1 .0 , e x t r a c t o d e l e v a d u r a - 0 . 5 , a g a r - 2 . 0 y 
d i f e r e n t e s c a n t i d a d e s d e á c i d o L - a s p á r t i c o . C o n d i c i o n e s d e i n c u b a c i ó n : t e m p e r a t u r a : 
30-32°C, t i e m p o d e i n c u b a c i ó n : 24-48 h r s . 
1 C e p a s 
0 .0 
Ac ido L - a s p á r t i c o , °/o 
0.05 0 .1 0.2 0 3 | 
I + + + H—h - + + + + - - . . . 
l 11 
+ + + + + - + + + 
1 
4 4 + Excelente desarrol lo a las 24 hrs. 
— N o hubo desarrol lo en 2 4 ni 48 hrs. 
++- Desarrol lo regular en 4 8 hrs. 
T a b l a 2. 
R e s u l t a d o s d e la i den t i f i c ac ión p o r t inc ión d e G r a m , d e los m i c r o o r g a n i s m o s 
se lecc ionados . 
C e p a M o r f o l o g í a colonia l M o r f o l o g í a c e l u l a r 1 
I Colon ias opacas , irregulares, con 
márgenes lobulados, elevadas, de 
superf ic ie rugosa . 
Baci los rectos, g ramposi t ivos o g ram 
variables . Las células se encuen t ran 
raras veces en fo rma ais lada y c o n m a s 
f r ecuenc ia f o r mando cadenas cor tas 
c o n u n a endospora f o r m a d a en la 
reg ión central o subterminal . 
II Colonias enteras , brillantes, circulares, 
lisas, t ransparentes . 
Baci los pequeños gramnegat ivos . Las 
células se encuentran genera lmen te en 
f o r m a aislada. 
T a b l a 3 . 
R e s u l t a d o s d e l e s t u d i o s o b r e la i den t i f i c ac ión d e las c epas s e l e c c i o n a d a s m e d i a n t e sus 
c a r a c t e r í s t i c a s b i o q u í m i c a s . 
P r u e b a b i o q u í m i c a C e p a I (Bac . G r a m +) C e p a I I (Bac . G r a m -) 
Voges P roskaue r + + 
1 Uti l ización de citrato + + 
| Indol - -
Rojo de met i lo -
Hidrólisis d e a lmidón + 
Descompos ic ión de caseína + 
Descompos i c ión de ti rosi na + 
Acido a part ir de glucosa + 
Ácido a part ir de arabinosa -
8 Ácido a part ir de manitol -
| Reacc ión y e m a de huevo -t-
Lisina -
Argin ina + 
Omi t ina + 
K C N + 
Malona to + 
Celobiosa | + 
U n a v e z real izados estos es tudios , se procedió a consultar l ibros de referencia que 
cont ienen las descr ipciones de las especies microbianas1 4 , 2 0 y los resu l tados finales de la 
ident i f icación fue ron los siguientes: 
C e p a I - i d e n t i f i c a d a c o m o Baci/íus cereus 
C e p a II - i d e n t i f i c a d a c o m o Eníerobacter cloacae 
5.2 C O M P R O B A C I Ó N D E L D E S A R R O L L O D E L A A C T I V I D A D E N Z I M À T I C A 
A S P A R T A T O A M O N Í A C O L I A S A E N C É L U L A S D E B. céreas y E. cloacae. 
Los resultados de los es tudios cinéticos de c o n s u m o de sustrato, fumara to d e a m o n i o para 
comprobar la ac t iv idad enzimàt ica desarrollada en los b i ocatal izado res d iseñados , se mues t r an 
en las Fig. 1 y 2 pa ra B. cereus y E. cloacae respect ivamente- En ambas f iguras se o b s e r v a q u e 
a medida que t ranscurre el t iempo de reacción, hay u n cambio en la concent rac ión d e sustrato; 
en la F ig . l , las ve loc idades iniciales de la reacción, calculadas c o m o la tangente del ángu lo de 
desviación en la gráf ica de [S]=f(t), t ienen los s iguientes valores: para la cu r va A , q u e 
corresponde a la reacc ión catal izada por células q u e fue ron propagadas en m e d i o d e cul t ivo 
sin inductor, es d e 2 .56 x IO"4 mmoles /ml .min y para la curva B, que co r r e sponde a la 
reacción catal izada por células de B. cereus cul t ivadas en un med io con inductor , 4 . 9 8 x 10"3 
mmoles /ml .min . E n la Fig.2 que corresponde a la reacción catal izada por cé lu las de E. 
cloacae, la cu rva A representa la reacción catal izada por células cult ivadas s in induc tor en el 
medio y la B para la reacción catalizada por células cul t ivadas en u n med io c o n inductor . La 
velocidad inicial e s d e 2.0 x 10~* mmoles /ml .min y 4 .16 x 10*3 m m o l e s / m l . m i n 
respectivamente. D e acuerdo a los datos ob ten idos de es tas gráficas, la ac t iv idad aspar tasa 
basai para cé lu las de B. cereus fue de 15.36 U, cons iderando c o m o Unidad d e act iv idad 
aspartasa. la can t idad de micromoles de sustrato q u e es t rans formado en ác ido L-aspár t ico por 
mil igramo de pro te ína c a d a hora. (F ig . lA) y de 3 0 0 U ( F i g . l B ) y para E. cloacae d e 12 U la 
actividad basai (Fig .2 A ) y de 240 U. (Fig.2B) en presencia del inductor. L a re lac ión de 
inducción (RI) , (coc iente de actividad enzimàt ica inducida y basai) para la a spa r t a sa d e B. 
cereus f ue de 19 y para la de E. cloacae fue de 20 . 
5 10 15 2 0 30 40 5 0 6 0 7 5 90 105 120 
T i e m p o , m i n 
F i g . 1 
C i n é t i c a de l c o n s u m o d e s u s t r a t o , f u m a r a t o d e a m o n i o , e n l a r e a c c i ó n a s p a r t a s a 
c a t a l i z a d a p o r cé lu l a s d e Badilas cereus c u l t i v a d a s en p r e s e n c i a <B) y en 
a u s e n c i a (A) d e i n d u c t o r . 
C o n d i c i o n e s d e r e a c c i ó n : F u m a r a t o d e a m o n i o - 0 . 5 M , p H 8.0 , T 3 7 ° C , t o l u e n o 
1 % , MgCI 2 » p r o t e í n a c e l u l a r - 1 . 0 m g / m L 
T i e m p o , m i n 
F ig . 2 
C i n é t i c a d e c o n s u m o d e s u s t r a t o , f u m a r a t o d e a m o n i o en la r e a c c i ó n a s p a r t a s a 
c a t a l i z a d a p o r c é l u l a s d e Enterobacter cloacae c u l t i v a d a s en p r e s e n c i a ( ß ) y e n 
a u s e n c i a (A) d e i n d u c t o r . 
C o n d i c i o n e s d e r e a c c i ó n : V e r Fig . 1 
5.2.1. E s t r a t e g i a b i o q u í m i c a p a r a la s o b r e p r o d u c c i ó n d e la e n z i m a 
a s p a r t a t o a m o n í a c o l i a s a en cé lu las d e m i c r o o r g a n i s m o s . 
En el d i seño d e biocata l izadores basados en células d e microorganismos, los f l u j o s 
metabólicos son la c lave para comprender las regulaciones metaból icas; por ello, e s necesa r io 
conocer la ru ta que s iguen en el interior de la célula, cada una de las sustancias q u e c o m p o n e n 
los med ios de cul t ivo en q u e son propagados los mic roorgan i smos y que son u t i l i zados p o r 
4 
estos c o m o nutr ientes . 
En el presente t rabajo, el ácido L-aspártico que es añad ido al medio de cult ivo, p u e d e ser 
utilizado inmedia tamente por las células. Esto se relaciona con el hecho de q u e los 
microorganismos pueden emplear no solamente un t ipo de fuente de carbono, n i t rógeno u o t ra 
sustancia, s ino varios . Si por e jemplo, en el medio existe u n a mezcla de diferentes sus tancias , 
las células ut i l izarán en pr imer lugar aquéllas que son m á s accesibles; es decir, u n a m i n o á c i d o 
en lugar de amon iaco , y es to se fundamenta en q u e el aminoácido puede in t roduci rse 
directamente en el me tabo l i smo microbiano y en las células se cierra el proceso de s íntesis de 
las enz imas ( repres ión) que catalizan la formación de aminoác idos a partir del amon íaco 4 2 . Y a 
en el interior de la célula , el ácido L-aspártico puede ser uti l izado por el m e t a b o l i s m o 
constructivo o ser somet ido a reacciones catabólicas y servir c o m o fuente d e c a r b o n o y 
energía. A l g u n o s aminoác idos , incluyendo el ácido L-aspárt ico, están tan es t ruc tura lmente 
relacionados con los p roduc tos intermedios del me tabo l i smo celular, que su d i soc iac ión se 
realiza en f o r m a bastante sencilla. De esta manera , conoc iendo el t ipo de reacc iones al q u e 
pueden ser somet idos los aminoácidos en las células microbianas , podemos deduc i r q u e el 
ácido aspárt ico q u e es añad ido al medio de cul t ivo en cal idad de inductor p a r a q u e el 
microorganismo sobreproduzca la enz ima aspartasa, se catabol iza mediante una d e s a m i n a c i ó n 
directa y de esta m a n e r a puede incorporarse al ciclo de los ácidos t r icarboxí l ieos c o m o 
fumarato, par t ic ipando en la formación de energía que la célula utilizará pos te r io rmente 6 0 . 
Aspar ta to > Fumara to -+- NH3 
Esta ruta d e en t rada del ácido L-aspártico al metabol i smo celular, n o e s caracter ís t ica de 
todos los m ic roo rgan i smo s ya que generalmente e s t ransformado inicialmente en oxalaceta to ; 
sin embargo m u c h a s bacterias, pr incipalmente, pueden incorporar el a spar ta to a su 
metabol ismo p o r la v ía mencionada . 
Exis ten d ive r sos t raba jos sobre análisis de ñ u j o s metabólicos4 ; s in embargo , e s u n t ema 
abierto a la inves t igac ión ya que no ha sido expl icada en fo rma concluyente la re lac ión que 
hay entre los flujos metabó l icos y la regulación de las enzimas , ya que esto ú l t imo, e n nues t ro 
caso part icular, d e p e n d e relativamente, de la cant idad de inductor, de su t ranspor tac ión al 
interior de las cé lulas , de la necesidad de energía en un m o m e n t o de te rminado , d e la 
degradación y a c u m u l a c i ó n de la enzima, etc. 
5.2.2 I d e n t i f i c a c i ó n de l p r o d u c t o de r e a c c i ó n : 
Los resu l tados del c romatograma se presentan en la Fig.3; de acuerdo a el los, p o d e m o s 
concluir q u e el p r o d u c t o de la reacción aspartasa es rea lmente el ácido L-aspár t ico ya q u e su 
posición en el c r o m a t o g r a m a (Rf) , concuerda exac tamente con la posición de la m a n c h a del 
ácido L-aspár t ico d e grado analítico y además , se aprecia la m i s m a pos i c ión de es te 
aminoácido en la m e z c l a de los aminoácidos co locados en la placa. 
C o m o se h a b í a mencionado, el mé todo d e ninhidrina es general pa ra t o d o s los 
aminoácidos , asi q u e la identificación final del ác ido L-aspárt ico obtenido se rea l izó por 
cromatograf ía d e l íqu idos (HPLC) Fig.4. En es te c romatograma p o d e m o s obse rva r otro p ico 
de respuesta , q u e de acuerdo al tipo de reacción, es un producto secunda r io que 
correspondería al ác ido málico. 
f 
I 
á 
* 
F i g . 3 
C r o m a t o g r a m a p a r a la i d e n t i f i c a c i ó n d e l p r o d u c t o d e l a r e a c c i ó n 
a s p a r t a t o a m o n í a c o l i a s a . 1 - c o n t r o l ( a m i n o á c i d o Lr -aspár t ico d e g r a d o a n a l í t i c o ) , 2 — 
mezcla d e a m i n o á c i d o s : h i s t i d i n a , l i s ina , á c i d o L - a s p á r t i c o ( p r o d u c t o d e r e a c c i ó n ) , 
t i ros ina y t r i p t o f a n o , 3 — p r o d u c t o d e la r e a c c i ó n a s p a r t a t o a m o n í a c o l i a s a ( á c i d o L -
aspár t i co ) . 
Fase móvi l : á c i d o a c é t i c o - b u t a n o l - a g u a (1 :1 :1 ) 
Fase f i j a : s f l ica ge l 
R e v e l a d o r : n i n h i d r i n a 
Fig . 4 
C r o m a t o g r a m a d e i den t i f i c ac ión del ác ido 
L - a s p á r t i co p o r H P L C 
5.3 S E L E C C I Ó N D E M E D I O S D E C U L T I V O L Í Q U I D O P A R A L A P R O P A G A C I Ó N 
D E L O S M I C R O O R G A N I S M O S C O N A C T I V I D A D A S P A R T A T O A M O N Í A C O -
L I A S A 
Los r e su l t ados d e e s t a serie de e x p e r i m e n t o s se m u e s t r a n en f o r m a r e s u m i d a e n la T a b l a 4 . El 
análisis d e l o s r e s u l t a d o s exp re sados e n la t ab l a N o . 4 , nos indica q u e las cé lu l a s d e B. cereus 
desarro l ladas e n el m e d i o IV, e x p r e s a n u n a ac t iv idad enz imà t i ca a s p a r t a t o a m o n í a c o l i a s a , 
superior a la q u e e x p r e s a n cuando se de sa r ro l l an en los d e m á s m e d i o s u t i l i z ados . Resu l t a 
interesante d e s t a c a r q u e en este m e d i o d e cu l t ivo , el ca ldo de Ho t t i nge r f u e sus t i t u ido por 
caldo nu t r i t ivo q u e e s u n m e d i o es tandar izado q u e permi te el c r ec imien to d e u n g r a n n ú m e r o 
de m i c r o o r g a n i s m o s 
L a m a y o r a c u m u l a c i ó n de b i o m a s a . s e o b s e r v a t ambién en el m e d i o I V , a u n q u e e s so lo 
un 14% m a s e n c o m p a r a c i ó n con el m e d i o III; s in e m b a r g o , la ve loc idad inicial d e la r eacc ión 
es mayor e n u n 8 3 % c u a n d o se e m p l e a n c o m o ca ta l izadores las cé lu las d e s a r r o l l a d a s e n el 
medio I V q u e e n el m e d i o III. 
E n la l i t e ra tura 1 1 4 se t ienen da tos s o b r e el a u m e n t o de la ac t iv idad a spa r t a s a e n cé lu l a s de 
E. coli B 9 3 , A. aerogenesX2X y Ps. fluorescens71 en presenc ia de ác ido L-aspá r t i co . E n nues t ros 
exper imen tos , l o s m e d i o s III,IV y V , c o n t i e n e n el ác ido L-aspár t i co e n el m e d i o d e 
p ropagac ión ; s in e m b a r g o , p o d e m o s o b s e r v a r e n la tabla de resu l tados , q u e a ú n c u a n d o n o 
existe u n a v a r i a c i ó n m u y notable e n la c o n c e n t r a c i ó n de pro te ina ce lu la r , la d i f e r e n c i a e s 
def ini t iva t a n t o e n la ve loc idad de la r eacc ión c o m o en la expres ión d e la a c t i v i d a d e n z i m à t i c a 
de las cé lu l a s d e B. cereus desar ro l ladas en el m e d i o IV. 
L o s m e d i o s I y V , t iene en c o m ú n ú n i c a m e n t e el ca ldo de H o t t i n g e r ; la c a n t i d a d d e 
proteína ce lu l a r d e t e r m i n a d a pa ra B. cereus desa r ro l l ada en el m e d i o V , e s e l d o b l e d e la 
cant idad d e p r o t e í n a d e las células desa r ro l l adas en el m e d i o I; si o b s e r v a m o s l o s v a l o r e s d e 
la ve loc idad inicial de la reacc ión ca ta l izada por es tas células , s o n t a m b i é n el doble . Esto nos 
indica q u e las células desar ro l ladas e n el m e d i o V dup l ican la fo rmac ión de la e n z i m a 
aspar tasa e n comparac ión c o n la q u e f o r m a n al desarrol larse e n el m e d i o I. Es to se re f l e ja 
ú n i c a m e n t e e n la ve loc idad inicial de la reacción, c o m o se o b s e r v a en los resul tados expues tos 
en la T a b l a 4 . Lógicamente , la ac t iv idad enzimàt ica aspar ta toamoníaco l iasa n o t iene 
var iac ión . 
C u á n d o la reacc ión aspar tasa e s ca ta l izada por células de B. cereus desarrol ladas en el 
m e d i o II, q u e cont iene g lucosa en t re s u s componen tes , t iene la ve loc idad inicial m á s ba ja , lo 
que al pa recer es tá re lac ionado c o n u n a depres ión de la aspar tasa por la glucosa 7 1 . P u e d e 
suponer se d e acue rdo a los da tos de la li teratura, que c u a n d o las cé lu las ut i l izan a la g lucosa 
c o m o f u e n t e de carbono, s imu l t áneamen te con la repres ión de la aspar tasa ocur re , 
p robab lemen te , la inducc ión d e otra enz ima , la g lu tamatodesh id rogenasa que catal iza la 
inc lus ión inicial del a m o n í a c o en los aminoác idos . Es p robab le , q u e este m e c a n i s m o d e 
regu lac ión ocur ra t ambién en las cé lu las d e B. cereus desar ro l ladas en es te m e d i o II, ya q u e 
los resu l tados ob ten idos apun tan hac ia es ta expl icación. 
D e es ta manera , fue se lecc ionado el med io IV c o m o el m a s adecuado para la 
p ropagac ión de las células de B. cereus c o n act ividad aspar ta toamoníacol iasa . 
T a b l a 4 
C o m p a r a c i ó n d e la ac t iv idad e n z i m à t i c a a s p a r t a t o a m o n í a c o l i a s a d e cé lu las d e B. cereus 
d e s a r r o l l a d a s en d i f e ren te s m e d i o s d e cul t ivo l iqu ido . 
M e d i o l íqu ido C o n c . p r o t e í n a 
m g / m l 
Vel . inic .10 3 
m m o l e s / m l . m i n 
U n i d a d e s d e fl 
A c t i v i d a d a s p a r t a s a 
I 0 .435 1.74 240 
II 0 .775 1.08 83.6 
III 1.12 1.66 89 
IV 1.3 9.06 443 
V 0 .954 3 .96 249 
5.4 D E T E R M I N A C I Ó N D E L T I E M P O Ó P T I M O D E I N C U B A C I Ó N D E C É L U L A S 
D E B. cereus Y £. cloacae D O N D E P R E S E N T A N U N A M Á X I M A E X P R E S I Ó N D E 
L A A C T I V I D A D A S P A R T A T O A M O N Í A C O L I A S A . 
Los resultados del es tudio sobre la determinación del t i empo ópt imo de incubación para 
células de B. cereus, se resumen en la Tabla 5 y se expresan gráf icamente en la F igura 5 y 
para E. cloacae, se r e sumen en la Tabla 6 y gráf icamente se presentan en la Figura 6. 
El análisis de los resultados presentados en la Tab la 5, nos indica q u e el t i empo de 
incubación en el que las células de B. cereus r e f le jan un valor m á x i m o de la ac t iv idad 
aspar ta toamoníacol iasa es de 6 h en el medio de cul t ivo l íquido utilizado para su propagac ión . 
A las 8 h se observa q u e la velocidad inicial de la reacción, t iene un valor de 9 .0 x 10"3 
mmoles /ml .min el cuál es m u y parecido a la ve loc idad inicial de la reacción a las 6 h de 
incubación, 8.76 x 10~3 mmoles /ml .min; pero la cant idad de proteína celular total e s u n poco 
mas a las 8 h, lo que explicaría que el valor de la velocidad inicial de la reacción a es te t i empo 
de incubación, es un p o c o mas alto. 
Al aumenta r la edad del cultivo, la concentración de proteína permanece cons tante desde 
las 8 hasta las 12 horas de incubación (1.2 mg/ml) . pero la velocidad inicial de la reacc ión y la 
actividad enzimàt ica d isminuyen sensiblemente. A las 10 h. de incubación, la ve loc idad 
inicial t iene un valor de 4 .98 x 10"3 mmoles /ml .min y la actividad enzimàt ica e s de 250 
Unidades ( j j jnoles/mg.h); de tal manera que la d i sminuc ión es práct icamente u n 5 0 % de la 
que expresan las células a las 6 h de incubación. 
E n la Figura 5 se presenta la relación que existe entre el estado fisiológico en el q u e se 
encuentran las células de B. cereus y la fase de crec imiento en la que expresan la m á x i m a 
actividad aspartasa. E n el e je de las ordenadas , se expresa la actividad enz imà t i ca del 
biocatal izador y t ambién la cantidad de b iomasa expresada cuanti tat ivamente c o m o prote ína 
celular total y en el e je de las abscisas, el t iempo de incubación en horas. El análisis de es tos 
datos nos indica que la enz ima aspartatoamoníacoliasa, es sobreproducida a las 6 horas de 
desarrollo de las células de B. cereus; es decir, al final d e la fase logarítmica; pos ter iormente , 
al entrar a la fase estacionaria, esta actividad enzimàt ica disminuye y es diferente aún en la 
m i s m a fase de desarrol lo del microorganismo. Lo anterior puede explicarse porque en esta 
fase estacionaria, el número de células permanece constante pero su fisiología e s d i ferente en 
cada t i empo de incubación 4 2 . Pa ra las células de Bacillus cereus, la fase lag o de adaptac ión 
de las células al med io de cul t ivo es muy corta, 1 hora, y a la segunda hora de incubación 
entra en fase logarí tmica hasta las 7 horas en las q u e prácticamente se inicia la fase 
estacionaria. La fase de muer te celular empieza a las 13 horas de incubación. 
El análisis de los resultados de la Tabla 6 nos mues t ra que a las 2, 4. 6 y 8 horas de 
incubación de E. cloacae ba jo las condiciones menc ionadas con anterioridad, n o hay un 
aumento práct icamente de la concentración de proteína y por lo tanto, no se observa n ingún 
cambio en la concentración del fumara to de amon io o sustrato. Al aumentar la edad del 
cult ivo, aumenta también la concentración de proteína celular, determinada por el m é t o d o de 
Peterson c o m o se indica en el parágrafo correspondiente, hasta que se alcanza un pun to en la 
que permanece constante; esto ocurre a las 14 y 16 h. Al calcular los datos de velocidad inicial 
de la reacción, de terminados por las tangentes de los ángulos de desviación en las gráf icas de 
[S]=f(t), vemos que de las 10 a las 12 h. de incubación, la velocidad inicial de la reacción 
catal izada por E. cloacae, aumenta en un 60%. A las 14 y 16 h. de incubación, aunque la 
cant idad de proteína celular total es la misma, los valores de la velocidad inicial de la reacción 
son diferentes, s iendo mas alto a las 14 h (12.0 x 1 0 ° mmoles /ml .min) ; aunque este va lor solo 
es un 10% mayor que el obtenido cuando la reacción e s catal izada por células con 12 h de 
incubación. Esto puede explicarse por el hecho de que aunque no se conozca la cant idad real 
de la enz ima aspartasa 1 0 9 , su presencia puede detectarse por el cambio en la concentrac ión del 
sustrato u t i l izado en esta reacción en func ión del t iempo; así, en este caso y d e acuerdo a los 
valores d e la ve loc idad inicial, p o d e m o s considerar que la cantidad de la e n z i m a aspartasa 
contenida en las células de E. cloacae b a j o es tos dos t iempos de incubación, es práct icamente 
la m i s m a a u n c u a n d o la concentración de prote ína sea mayor a las 14 h. q u e a las 12; lo cuál 
puede expl icarse porque al aumentar la edad del cult ivo, aumenta la cant idad de b iomasa pero 
no necesa r iamente se forma mas enz ima aspartasa 1 1 4 ya que la célula f o r m a o t ras proteínas 
que están re lac ionadas con la fase de desarrol lo en la que se encuentren5"14> '161. 
Si c o m p a r a m o s los valores de la act ividad enzimàt ica correspondiente a las células de E. 
cloacae c o n d i ferente edad de cultivo, obse rvamos que las células con 12 h. de incubación, 
expresan la m a y o r actividad enzimàtica, 650 U. La determinación de la ac t iv idad enzimàtica 
de acuerdo a la técnica descrita en el parágrafo correspondiente, involucra la ve loc idad inicial 
de la reacción y la cantidad de proteína celular total; de acuerdo a es to y a los valores 
obtenidos d e los parámetros mencionados , observ a m o s que aún cuando la ve loc idad inicial de 
la reacción sea m a s alta a las 14 h. al de terminar la actividad enzimàtica, es te va lor se dividirá 
entre la cant idad total de proteína y debido a que en este t iempo de incubación, esta es 5 0 % 
más que a las 12 h., el valor de la act ividad enz imàt ica disminuye prác t icamente u n 3 0 % del 
que las cé lu las expresan a las 12 h. A u n q u e los datos de la cantidad de pro te ína en estos dos 
puntos nos indican que a las 12 h es de 1 m g / m l y a las 14h es de 1.5 m g / m l , la diferencia 
cor responde a proteína celular que no es la enz i ma que cataliza esta reacción, ya q u e de ser 
así, los va lores de la velocidad inicial de la reacción en estos dos pun tos , fue ran muy 
diferentes y c o m o ya se mencionó, solo hay u n 10% de diferencia entre el los. A las 16 horas 
de incubación, el microorganismo se encuent ra todavía en fase estacionaria pero la actividad 
enzimàt ica q u e e s de nuestro particular interés, ha disminuido en un 4 0 % de la expresada en el 
t i empo ópt imo, 12 h. Por lo tanto, estos resul tados nos llevaron a p roponer c o m o t iempo 
ópt imo de incubación para células de E. cloacae con actividad aspar ta toamoníacol iasa , el de 
12 h. en el med io l íquido ba jo las condiciones mencionadas . 
E n la Fig.6, se expresan los resultados sobre el estudio de t iempo de incubac ión en el 
que las células de E. cloacae, mues t ran la máx ima act ividad enzimàt ica 
aspar ta toamoníacol iasa en correspondencia con el estudio cinético de crec imiento microbiano. 
De acuerdo a es tas gráficas, el valor m á x i m o de actividad enzimàtica se a lcanza cuándo las 
células se encuentran al final de la fase logarí tmica o principios de la fase estacionaria , con un 
t iempo de incubación de 12 h. Para E. cloacae, la fase lag es mas larga, has ta 7 h ; a las 8 h 
entra en la fase logarí tmica la cuál dura 4 h. La fase estacionaria se inicia a las 13 h y cont inúa 
todavía a las 16 h. 
R e s u l t a d o s s o b r e el es tudio d e d e t e r m i n a c i ó n del t i empo ó p t i m o d e i ncubac ión d e 
c é l u l a s d e B. cereus en el q u e e x h i b e n u n v a l o r m á x i m o d e la a c t i v idad enz imà t i ca 
a s p a r t a t o a m o n í a c o l i a s a . 
T i e m p o d e 
i n c u b a c i ó n , (h) 
C o n c . d e p ro te ína* 
m g / m l 
Vel. inic.103 
mmoles /mLmin 
U n i d a d e s de 
ac t iv idad a spa r t a sa* 
0 0.08 ± 0.01 0 0 
1 2 0.1± 0 .02 0 0 
1 4 0.4 ± 0 .023 0.74 111 ± 30 
| 6 1.0 ± 0 . 0 3 8.76 525 ± 25 
8 1.2 ± 0 . 0 0 3 9.0 450 ± 35 
10 1.2 ± 0 . 0 0 2 4.98 249 ± 15 
12 1.2 ± 0 . 0 3 5 3.36 168 ± 10 
14 1.0 ± 0 . 0 4 2.34 140 ± 29 
16 0.88 ± 0.01 1.32 90 ± 3 2 
* M e d i a ± Desviación estándar, n=5 
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Fig .5 
E f e c t o del t i empo de i n c u b a c i ó n de B. cereus s o b r e la exp re s ión d e su 
ac t iv idad a s p a r t a s a (a) en la r eacc ión de síntesis del á c i d o L - a s p á r t i c o y 
def in ic ión de la f a se d e c r ec imien to ce lu lar en la q u e se p r e s e n t a la 
m á x i m a ac t iv idad enz imá t i ca (b). 
Cond ic iones de r eacc ión : f u m a r a t o de amon io - 0 .5M, p H 8.0, T 37°C , 
t o l u e n o 1 % , \ l g C I 2 0 . 1 % . 
T a b l a 6 
Resu l t ados del es tudio s o b r e la d e t e r m i n a c i ó n del t i empo ó p t i m o de incubac ión p a r a 
células de E. cloacae d o n d e re f le jen su m á x i m a ac t iv idad a spa r t a t oamon í aco l i a s a . 
T i e m p o d e 
incubac ión 
(b) 
C o n c . pro te ína* 
mg /ml 
Vel. inic.103 
m moles/ml. m i n 
U n i d a d e s d e 
ac t iv idad a s p a r t a s a * 
0 0.08 ± 0.003 0 0 
2 0.08 ± 0.005 0 0 
4 0.08 ± 0 . 0 1 0 0 
6 0.08 ± 0.02 0 0 
8 0.2 ± 0.006 0 0 
10 0.5 ± 0.004 4.44 533 ± 29 
12 1.0 ± 0 . 0 0 3 10.8 650 ± 17 
14 1.5 ± 0 . 0 2 12.0 480 ± 20 
16 1.5 ± 0 . 0 3 9.6 384 ± 12 
4 Media ± Desviación estándar, n=5 
700 T - r 1.4 
Fig. 6 
E fec to del t i e m p o d e i ncubac ión de células d e Enterobacter 
ctoacae s o b r e la exp re s ión de su ac t iv idad e n z i m à t i c a a s p a r t a s a (a) y 
def in ic ión d e la f a se de c rec imien to en la q u e se e x p r e s a la m á x i m a 
ac t iv idad e n z i m à t i c a . 
Cond ic iones d e r eacc ión : F u m a r a t o d e a m o n i o - 0 . 5 M , p H 8.0, T 37°C , 
to lueno 1 % , M g C l z 0 . 1 % 
5 . 5 E S T U D I O S O B R E L A I N F L U E N C I A D E C A D A U N O D E L O S C O M P O N E N T E S 
D E L M E D I O D E C U L T I V O L Í Q U I D O S E L E C C I O N A D O , S O B R E L A E X P R E S I Ó N 
D E L A A C T I V I D A D E N Z I M Á T I C A A S P A R T A S A , D E C É L U L A S D E B. cereus. 
Los resu l tados d e e s tos es tudios , se m u e s t r a n en las T a b l a s 7, 8 , 9 y en las F igu ra s 7 , 8 y 9. El 
anál i s i s de los r e su l t ados expresados tanto e n la T a b l a 7 c o m o en la Fig. 7 , n o s i n d i c a q u e al 
a u m e n t a r la concen t r ac ión de ca ldo nutr i t ivo e n e l m e d i o d e propagac ión , a u m e n t a t a m b i é n la 
p ro te ína ce lu lar desar ro l lada ; es to es, q u e el desa r ro l lo d e la b i o m a s a es tá l i m i t a d o p o r la 
can t idad d e c a l d o nut r i t ivo agregada al m e d i o l íqu ido . Los pos tu lados f u n d a m e n t a l e s de la 
teor ía de c r ec imien to d e u n cul t ivo mic rob i ano , f u e r o n fo rmu lados pa ra las c o n d i c i o n e s en 
q u e la ve loc idad d e c rec imien to del cul t ivo es té d e t e r m i n a d a por la concen t r ac ión l imi tan te d e 
u n d e los c o m p o n e n t e s del medio 5 6 ' 3 7 6 7 '1 1 6 . D e e s t a mane ra , la l imi tac ión d e s d e el p r inc ip io 
f u e u b i c a d a c o m o u n a d e las condic iones necesa r i a s en el f u n d a m e n t o d e la t eo r í a de l cu l t ivo 
d i r ig ido d e los m i c r o o r g a n i s m o s y f u e ana l i zada c o m o un f e n ó m e n o q u e se e x p r e s a e n q u e la 
ve loc idad d e c r ec imien to d i sminuye s i m u l t á n e a m e n t e c o n la d i sminuc ión d e la concen t r ac ión 
de d icho c o m p o n e n t e en el m e d i o de cul t ivo en el q u e se encuent ra al m í n i m o . 
Los da to s sob re la ve loc idad inicial de la reacc ión , la cuál t iene u n a re lac ión d i rec ta con 
la can t idad d e e n z i m a aspar tasa presente , m u e s t r a n q u e al aumen ta r la c a n t i d a d d e ca ldo 
nutr i t ivo en el m e d i o , hay u n a u m e n t o gradual d e la ve loc idad inicial pe ro l lega a u n pun to 
m á x i m o y luego d e c a e has ta u n 4 0 % ; e s to s ign i f i ca q u e aun c u a n d o la b i o m a s a celular 
aumen te , el e s t ado f i s io lógico de las células e s d i fe ren te , depend i endo de la c o n c e n t r a c i ó n de 
ca ldo nut r i t ivo u t i l izada y por lo tanto, d e la d i spon ib i l idad de sustra to nu t r i t ivo p resen te ; 
a d e m á s , la f o r m a c i ó n d e la e n z i m a aspar ta toamoníaco l iasa , no e s p roporc iona l a la can t idad 
de b i o m a s a p roduc ida . 
Así , la d e t e r m i n a c i ó n cuant i ta t iva de la ac t iv idad enz imà t i ca de las cé lu l a s d e B. 
cereus a lcanza u n v a l o r m á x i m o (828 U) , c u a n d o las cé lu las s e p ropagan en u n m e d i o q u e 
con tenga ca ldo nut r i t ivo e n u n a cant idad de 0 . 8 % . 
El anál is is d e los da to s exp resados en la T a b l a 8 y en la Fig. 8, nos m u e s t r a q u e la 
p e p t o n a c o m o c o m p o n e n t e del m e d i o de p ropagac ión , n o t iene u n a inf luencia s ign i f ica t iva 
sobre la f o r m a c i ó n d e b i o m a s a microbiana , la cuá l es tá r e f l e j ada en el con ten ido d e pro te ína 
ce lu la r ; p r o b a b l e m e n t e es te h e c h o es té re lac ionado c o n q u e el ca ldo nutr i t ivo q u e se ut i l iza 
t a m b i é n en es te m e d i o , con t i ene pep tona q u e p u e d e ser d e u n o r igen d i ferente al q u e se ut i l iza 
pa ra es te e s tud io y q u e t enga la p rop iedad de ser m á s f ác i lmen te as imi lable y pe rmi t i r m a s 
r á p i d a m e n t e el c r ec imien to bacter iano, ya q u e es ta es u n a caracterís t ica par t icular en t re las 
pep tonas de d i f e ren te s t ipos (depend iendo de la p ro te ína ut i l izada: carne , ca se ína o ge la t ina y 
el m é t o d o d e d iges t ión) 1 1 0 . L o anter ior n o s igni f ica q u e e n su tota l idad, la p e p t o n a d e case ína 
e m p l e a d a para es te e s tud io , n o s e a ut i l izada por las cé lu las d e B. cereus ya q u e si a n a l i z a m o s 
los va lores de la ve loc idad inicial para es ta reacc ión , o b s e r v a m o s q u e a u m e n t a n g r a d u a l m e n t e 
al a u m e n t a r la can t idad de pep tona en el m e d i o d e cul t ivo; l lega a u n valor m á x i m o y luego 
d i sminuye ; así q u e las caracter ís t icas fisiológicas d e las cé lu las si varían, p o r q u e la can t idad 
d e e n z i m a aspar tasa f o r m a d a es d i fe ren te para c a d a concen t rac ión de p e p t o n a ut i l izada, lo 
cua l se re f le ja d i r ec t amen te en los va lores d e la ve loc idad inicial de la reacción. 
La cuan t i f i cac ión d e la ac t iv idad a spa r t a toamoníaco l i a sa de las cé lu las d e B. cereus, 
presen ta u n c u a d r o pa rec ido al d e la ve loc idad inic ia l ; a u m e n t a c o n f o r m e a u m e n t a la 
concen t r ac ión d e p e p t o n a en el m e d i o de cu l t ivo , l lega a u n m á x i m o y pos t e r i o rmen te 
d i sminuye . D e acue rdo a los da tos de la Tab la 8, s e de f i n ió c o m o la concen t rac ión ó p t i m a d e 
p e p t o n a ag regada al m e d i o de p ropagac ión de B. cereus la d e 0 . 3 % ; la cuá l le p e r m i t e al 
m i c r o o r g a n i s m o expresa r en f o r m a m á x i m a la ac t iv idad enz imà t i ca aspar ta toamoníaco l i asa . 
E n los resultados expresados en la Tabla 9 y en la Fig.9, p o d e m o s observar que el 
extracto d e levadura añadido al medio de propagación para B. cereus, no es un factor limitante 
para el crecimiento del microorganismo ya que no existe variación en la cant idad de biomasa 
formada, expresada como la concentración de proteína celular. Es importante mencionar, que 
el extracto de levadura es utilizado c o m o componente de los medios nutri t ivos para que tenga 
lugar un desarrol lo normal del microorganismo; pertenece al grupo de sustancias l lamadas 
"factores de crecimiento", las cuáles t ienen un papel importante en la regulación y 
es t imulación del metabolismo m i c r o b i a n o " 6 ; t ienen para los microorganismos el mismo 
signif icado que las vitaminas para los organismos superiores. En este caso particular, el 
término de "crecimiento", no está re lacionado con el aumento de la población celular. El 
análisis de los datos de velocidad inicial de la reacción aspartasa catalizada por las células de 
B. cereus que se desarrollan en los med io con diferentes concentraciones de levadura, nos 
conduce a establecer que en ausencia total de extracto de levadura en el medio , la velocidad 
inicial d e la reacción es muy baja, lo m i s m o que la actividad enzimàtica (casi un 70% menos 
que la m á x i m a expresada), pero que al aumenta r el extracto de levadura en el medio, aumenta 
también estos, aunque no en fo rma gradual; de hecho, cuando se uti l iza el extracto de 
levadura a concentración de 0.2 y 0 .25%, observamos los mismos valores para los parámetros 
mencionados ; posteriormente a concentraciones mas altas, estos disminuyen, lo que nos habla 
de que este componente si tiene un efec to sobre la formación de la e n z i m a aspartasa en las 
células de B. cereus. Para fines prácticos, se eligió como cantidad óp t ima de extracto de 
levadura añadida al medio de cultivo l íquido, la de 0.2%. 
Los resul tados de esta serie de exper imentos presentados en las Tab las anteriores (7,8 y 
9) nos indican la importancia del caldo nutri t ivo como componente del med io de propagación 
de las cé lu las de B. cereus, ya que su ausencia en este, se refleja en que se t iene el valor más 
b a j o d e c a n t i d a d d e proteína, de ve loc idad inicial d e la reacc ión y t a m b i é n la ac t iv idad 
enz imà t i ca m á s ba j a , lo cuál n o ocur re c u a n d o los o t ros dos c o m p o n e n t e s e s t u d i a d o s es tán 
ausen tes , ya q u e e n es te caso, el ca ldo nu t r i t ivo es tá agregado al m e d i o e n u n 0 . 8 % y t an to la 
concen t r ac ión d e p ro te ína c o m o la ve loc idad inicial y la act ividad enz imà t i ca a spa r t a sa , t i enen 
va lores m a s al tos . C u a n d o hay u n a c o m b i n a c i ó n d e ca ldo nutr i t ivo al 0 . 8 % , p e p t o n a al 0 . 3 % y 
ex t rac to d e l e v a d u r a al 0 .2%, se logra tener la m e j o r ve loc idad inicial d e la r e a c c i ó n y la 
m á x i m a e x p r e s i ó n d e la act ividad e n z i m à t i c a aspar ta toamoníaco l iasa d e las c é l u l a s d e B. 
cereus desa r ro l l adas en este med io . 
Tabla 7 
R e s u l t a d o s q u e expresan la in f luenc ia de la concen t rac ión d e ca ldo nu t r i t ivo c o m o 
c o m p o n e n t e del med io de p r o p a g a c i ó n d e las células de B. cereus, s o b r e la expres ión d e 
su ac t i v idad enz imàt ica a s p a r t a t o a m o n í a c o l i a s a . 
1 C a l d o nu t r i t ivo , ( % ) C o n c . p r o t e i n a 
m g / m l 
Vel. inic.103 
mmoles /ml .m in 
Un idades de 
Act iv idad a spa r t a sa* 
0 0.290 1.05 217 ± 2 5 
0.1 0.400 2.72 408 ± 18 
0.3 0.500 4.61 553 ± 2 1 
0.5 0.580 6.18 639 ± 28 
0.8 0.643 8.88 828 ± 19 
1.0 0.950 5.28 333 ± 15 
a Medía, ± Desviación estándar; n=6 
C a l d o n u t r i t i v o , ( % ) 
F ig .7 
E f e c t o d e la c o n c e n t r a c i ó n d e c a l d o n u t r i t i v o en el d e s a r r o l l o d e B. cereus, 
c u a n t i f ie a d o c o m o p r o t e í n a c e l u l a r (a) , y en la e x p r e s i ó n d e s u a c t i v i d a d 
a s p a r t a s a (b) en la b i o t r a n s f o r m a c i ó n d e á c i d o f u m á r i c o e n á c i d o L -
a s p á r t i c o . 
C o n d i c i o n e s d e r e a c c i ó n : F u m a r a t o d e a m o n i o - 0 . 5 M , p H 8.0 , T 3 7 ° C , 
t o l u e n o 0 . 8 % , M g C l z 0 . 1 % . 
T a b l a 8 
Resu l t ados s o b r e el es tud io de la in f luenc ia de la concen t rac ión d e p e p t o n a c o m o 
c o m p o n e n t e del m e d i o de p ropagac ión de células d e B. cereus, s o b r e la exp re s ión d e su 
ac t iv idad a s p a r t a t o a m o n í a c o l i a s a . 
P e p t o n a , ( % ) Conc .p ro te ína 
M g / m l 
Vel.inic.103 
Mmoles /ml .min 
U n i d a d e s de | 
A c t i v i d a d as p a r t a s a* 
0 0.511 2.64 309 ± 35 
0.1 0.522 4.32 496 ± 52 
0.3 0.586 9.0 921 ± 4 1 
0.5 0.628 6.18 590 ± 65 
1.0 0.643 6.6 615 ± 4 3 
a Media. ± Desviación estándar. n=6 
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I n f l u e n c i a d e la c o n c e n t r a c i ó n d e p e p t o n a en el d e s a r r o l l o d e 
Bacillus cereus c u a n t i f i c a d o c o m o p r o t e í n a c e l u l a r (a) y en la 
e x p r e s i ó n d e su a c t i v i d a d a s p a r t a s a (b ) en el p r o c e s o d e 
b i o t r a n s f o r m a c i ó n del ác ido f u m á r i c o en ác ido L - a s p á r t i c o . 
C o n d i c i o n e s d e r e a c c i ó n : V e r Fig . 8 
T a b l a 9 
R e s u l t a d o s del es tudio sobre la in f luenc ia del extracto de l e v a d u r a , c o m o componen te 
del m e d i o d e p ropagac ión de cé lu las d e B. cereus, sob re la exp res ión d e su act ividad 
a spa r t a toamon iaco l i a s a . 
E x t r . l e v a d u r a 
(%) 
Conc .p r o t e í n a 
M g / m l 
Vel.inic.103 
mmoles /ml .min 
Un idades de tt 
Ac t iv idad aspar tasa* 
0 0.460 2.4 313 ± 53 
0.1 0.460 2.85 371 ± 4 2 
0.2 0.460 6.24 813 ± 6 9 
0.25 0.460 6.24 813 ± 63 
0.3 0.466 5.1 665 ± 48 
4 Media, ± Desviación estándar; n=6 
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E x t r a c t o d e l e v a d u r a , ( % ) 
0 3 
F i g - 9 
I n f l u e n c i a d e la c o n c e n t r a c i ó n d e e x t r a c t o de l e v a d u r a e n el 
d e s a r r o l l o d e B.cereus, c u a n t i f i c a d o c o m o p r o t e í n a c e l u l a r (a ) y 
en la exp re s ión d e s u a c t i v i d a d e n z i m à t i c a a s p a r t a s a (b) , en la 
b i o t r a n s f o r m a c i ó n d e á c i d o f u m á r i c o en á c i d o L - a s p á r t i c o . 
C o n d i c i o n e s d e r e a c c i ó n : V e r Fig . 8 
5.6 I N F L U E N C I A D E L A C O N C E N T R A C I Ó N D E T O L U E N O C O M O 
P L A S M O L I Z A D O R S O B R E L A V E L O C I D A D I N I C I A L D E L A R E A C C I Ó N 
A S P A R T A T O A M O N Í A C O L I A S A C A T A L I Z A D A P O R C É L U L A S D E B. cereus Y E. 
clocae. 
Los resultados de estos exper imentos que tienen una repetición de 10 veces, se presentan en 
las Tablas 10 y 11 y en las Fig. 10 y 11. 
El análisis de los datos obtenidos nos permitió establecer que debido a que la aspartasa 
es una enzima intracelular, cuando el tolueno no es añadido a la mezcla reaccionante o cuando 
es añadido en una concentración ba ja (0.1%). el problema del transporte del sustrato hacia el 
interior de la célula y la salida del producto de reacción se aprecia en forma muy notable, ya 
que no se observa ningún cambio en la velocidad inicial de la reacción catalizada por a m b a s 
células (Tablas 10 y 11). A medida que se aumentó la concentración de tolueno en la mezc la 
reaccionante, se observó una disminución gradual del período en el cuál el sustrato y el 
producto, se trasladan de un lado al otro de la pared celular y la membrana ci toplasmàtica; 
d icho período, es conocido c o m o de difusión. Desde una concentración de tolueno de 0 . 8 % se 
logró eliminar práct icamente el período de difusión cuando se emplean células de B. cereus 
c o m o biocatalizadores. Para la reacción catalizada por células de E. cloacas, se observa que el 
periodo de di fus ión desaparece desde que se utilizan concentraciones de 0 .5% y más (2 .5%) 
Los datos de la velocidad inicial de la reacción y la actividad enzimàtica (Tablas 10 y 11), nos 
sugieren que estos t ienen el valor mas alto, cuando se utilizaron concentraciones de to lueno de 
0 . 8 % para B. cereus y 0 . 5 % para E cloacae. A concentraciones mayores estos valores van 
disminuyendo, lo cuál está relacionado al parecer con un deterioro mayor de la m e m b r a n a ya 
que el t ratamiento de las células con tolueno4 0 permite la extracción de una gran cant idad de 
sustancias c o m o proteínas, fosfolípidos, l ipopolisacáridos, incluyendo algunas proteínas 
ci toplasmáticas específ icas c o m o la malatodeshidrogenasa. Este efec to es más signif icat ivo en 
ausencia de iones de magnesio; debido a ello, en el presente estudio, se añadieron iones de 
M g 2 + en fo rma de M g C h - Se ha establecido también que el tratamiento de las células 
microbianas con tolueno, no ocasiona un cambio que sea bastante notable en la estructura de 
la m e m b r a n a ex tema pero que si hay un cambio muy brusco en la estructura de la m e m b r a n a 
98 
ci toplasmática ; así, la separación de lipopolisacárídos de la m e m b r a n a ex tema de la pared 
celular por acción del tolueno, puede conducir a un aumen to notable de su permeabi l idad sin 
cambio en la estructura; mientras que el cambio brusco en la membrana ci toplasmática n o 
necesar iamente está relacionado con el aumento de su permeabi l idad en relación con 
diferentes sustratos. Para el caso de la reacción catalizada por células de E. cloacae. desde una 
concentración de 1.5% y más , las células pierden viabilidad. Esto fue comprobado al terminar 
la reacción ya que se realizó un cul t ivo en medio sólido tomando c o m o inoculo, las células 
empleadas en la reacción y no se observó desarrollo en 2 4 h de incubación a 30-32°C. La 
acción estabilizadora del magnes io sobre la pared celular, está relacionada con la formación 
de comple jos metal-proteína, metal-l ipopolisacárido que aumentan la resistencia de los 
enlaces de estas sustancias con la pared celular1 1 1 . 
La conclusión general que se puede hacer, basándose en el análisis de los datos 
obtenidos y en datos de literatura consiste en que el t ra tamiento de las células de B. cereus y 
de E. cloacae con tolueno en presencia de iones de Mg 2 + , aumenta la permeabil idad, lo que 
está relacionado con la e l iminación o separación de la pared celular y m e m b r a n a celular, de 
cierta cantidad de lípidos, proteínas, fosfol ípidos y l ipopolisacárídos y que además, depende 
también de la concentración del tolueno utilizada. Evidentemente que se deben considerar las 
características propias de la pared celular de las bacterias gramnegat ivas como E. cloacae, y 
de las bacterias gramposi t ivas c o m o B. cereusy ya que aún y cuando el transporte de los 
sustratos y productos de la reacción esta def in ido principalmente por la membrana 
citoplasmàtica, la pared celular tiene en este sent ido una participación indirecta, lo cuál se ve 
ref lejado en los resultados obtenidos. 
D e esta manera , se estableció como concentración ópt ima de tolueno la de 0 . 8 % para la 
reacción catal izada por B. cereus y de 0 . 5 % para la que es catalizada por células de E. 
cloacae, y a q u e se e l imina el problema de transporte del sustrato y producto de la reacción 
aspartatoamoníacol iasa y hay una expresión m á x i m a de la actividad enzimàt ica de las células 
bacterianas uti l izadas (Fig. 10 y 11). La pérdida de viabilidad de las células de E. cloacae 
cuando son tratadas con tolueno de más de 1.5%, no afectó la actividad de la enzima 
aspartasa; es necesario señalar en este punto que consideramos que al aumentar la 
concentración de tolueno y lograr la desintegración de la membrana celular , esta fo rma 
espontáneamente vesículas que contienen la aspartasa que de acuerdo a datos de literatura, es 
una enz ima que se encuentra ubicada en la parte interna de la membrana celular. Esto nos 
permite trabajar en el proceso de biotrans formación del ácido fumárico en aspárt ico, con una 
aspartasa que cataliza esta reacción, a t rapada en micro vesículas c o m o en un proceso de 
inmovil ización en geles naturales y esto aumenta la estabilidad de la enz ima mencionada*8 . 
T a b l a 10 
Resultados del estudio sobre el efecto del tolueno en la expresión de la actividad 
enzimatica y la velocidad inicial de la reacción aspartatoamoníacoliasa catalizada por 
células libres de B. cereus. 
T o l u e n o , */o Pe r iodo de d i fus ión , 
min 
Vo.10 3 , 
M m o les/mLm in 
U n i d a d e s d e | 
A c t i v i d a d a spa r t a sa* 
0 < 120 0 0 ± 0 
0.3 30 1.71 102 ± 15 
0.4 21 3.78 2 2 7 ± 55 
0.5 15 4.98 300 ± 39 
0.6 10 6.0 360 ± 4 2 
0.7 5 6.9 414 ± 2 3 
0.8 0 11.4 684 ± 33 
0.9 0 7.8 4 6 8 ± 50 
1.0 0 5.58 334 ± 28 
* Media, ± Desviación estándar; n=10 
Tolueno, % 
Fig . 10 
I n f l u e n c i a del to lueno s o b r e la pe rmeab i l i zac ión de cé lu las d e B. cereus p a r a 
la expres ión de su a c t i v i d a d a s p a r t a s a en la b i o t r a n s f o r m a c i ó n del ác ido 
f u m á r i c o en ác ido L - a s p á r t i c o . 
Cond ic iones de r eacc ión : F u m a r a t o de a m o n i o - 0 .5M, p H 8.0, T 37°C , M g C l 2 
0 . 1 % , p r o t e í n a ce lu la r -1 m g / m t 
T a b l a 11 
Efec to de l t o l u e n o s o b r e la ve loc idad inicial y la expres ión d e la a c t i v idad enz imà t i ca en 
la reacc ión a s p a r t a s a , ca ta l izada p o r cé lu las d e E. cloacae l ibres. 
T o l u e n o , % C o nc .Pro t e ína , 
mg /ml 
V o . E E 3 
M / m i n 
U n i d a d e s d e 
A c t i v i d a d a spa r t a sa* 
0 1.7 0 0 ± 0 
0.1 1.7 0 0 ± 0 
0.2 1.7 3.5 123 ± 21 
0.3 1.7 9.0 317 ± 4 4 
0.4 1.7 15.0 529 ± 29 
0.5 1.7 24.0 847 ± 52 
*1.0 1.7 24.0 847 ± 4 7 
* 1.5 1.7 24.0 847 ± 50 
*2.5 1.7 24.0 847 ± 45 
* Media, ± Desviación estándar; n= 10 
* Indica que las células perdieron viabilidad al ser tratadas con tolueno a esa concentración. 
Fig. 11 
In f luenc i a del t o l u e n o s o b r e la p e r m e a b i l i z a c i ó n d e cé lu las de Enterobacter 
cloacae p a r a la e x p r e s i ó n d e su ac t iv idad a s p a r t a s a en la b i o t r a n s f o r m a c i ó n 
del ác ido f u m á r i c o en ác ido L - a s p á r t i c o . 
Cond ic iones d e r e a c c i ó n : F u m a r a t o de a m o n i o - 0 . 5 M , p H 8.0, T 3 7 ° C , M g C l z 
0 . 1 % , p r o t e í n a c e l u l a r - 1.7 m g / m l 
5 .7 C O M P R O B A C I Ó N D E L E S T A D O D E A N A B I O S I S D E L A S C É L U L A S D E B. 
cereus, D U R A N T E L A B I O T R A N S F O R M A C I Ó N D E L Á C I D O F U M Á R I C O E N 
Á C I D O L - A S P Á R T I C O . 
Los resu l tados obtenidos en la ser ie de exper imentos rea l izada , u t i l izando c loranfenicol 
c o m o inhib idor de la s íntesis de pro te ína de células procar io tas , se presentan en las T a b l a s 
12 y 13. Es tos datos nos ind ican que , e fec t ivamente , la s íntesis d e la prote ína con act iv idad 
catal í t ica q u e es de nues t ro par t icular interés, la aspar ta toamoníacol iasa , es f o r m a d a en el 
cu r so del p roceso de f e rmen tac ión ; e s decir , cuándo las cé lu las d e B. cereus se encuen t ran 
en cond ic iones favorab les para su crec imiento , desarrol lo y mul t ip l icac ión y l levan a cabo 
todas las act ividades me tabó l i ca s necesar ias para lograr el p ropós i to de todo ser v ivo , 
ob tene r energía , u t i l izando pa ra e l lo los sustratos nutr i t ivos q u e s o n añad idos al m e d i o de 
1 
cul t ivo c o m o fuente de ca rbono y energía , de ni t rógeno, etc . ~ a d e m á s del componen te que 
e s u t i l izado c o m o inductor en es te caso . L o anterior se deduce po rque los valores, tanto de 
la ve loc idad inicial c o m o de la act ividad enzimàt ica aspar tasa ob ten idos de la reacc ión 
e f ec tuada en los reactores t ipo ba tch a los q u e se ag regó d i rec tamente el c loranfenicol , 
c o m o los ob ten idos del reac tor cont ro l (que no cont iene c lo ranfen ico l ) , n o son d i ferentes , lo 
q u e indica que cuando el ant ib ió t ico se agrega al s i s tema reacc ionan te no a fec ta la ac t iv idad 
vi tal d e las células mic rob ianas ya que estas se encuent ran en u n es tado fisiológico en el 
q u e el me tabo l i smo ha d i sminu ido g randemente su ve loc idad y n o se real izan las reacc iones 
"no rma le s " . E n este sent ido, en el s i s tema reaccionante , la cé lu la de B. cereus n o se 
encuen t r a en condic iones fisiológicas debido a que la concen t r ac ión de los reactantes en la 
so luc ión (0 .5M), es m u y super ior a la q u e t ienen los sust ra tos nutr i t ivos b a j o cond ic iones 
de cul t ivo. En esta s i tuación, sobre la célula bac ter iana p u e d e n actuar a lgunos fac tores 
inespec í f icos c o m o un m e d i o ca ren te de nutr ientes; es decir , la cé lu la esta en un es tado de 
" a y u n o " , osmobios i s , un con ten ido anormal de oxígeno en la m e z c l a reaccionante , c a m b i o s 
en la compos i c ión iónica del m e d i o (uso d e p lasmol izadores q u e a f e c t a n la integridad d e la 
pared celular y m e m b r a n a c i toplasmát ica) , etc. los cuales in f luyen p r o f u n d a m e n t e en las 
func iones b ioquímicas de la célula ; además , hay que considerar q u e todos estos fac tores no 
ac túan e n f o r m a aislada sino conjunta 9 8 1 1 4 " 1 7 7 . 
El anál is is de los resul tados mos t r ados en las Tablas 12 y 13, indica que cuando el 
c lo ranfen ico l es añadido al m e d i o d e cul t ivo a las 2 h de inic iado el pe r íodo de incubación, 
n o hay desarrol lo de b iomasa , ya q u e el mic roorgan i smo a c a b a de entrar a la f a se 
logar í tmica y desde este m o m e n t o es inhibida la síntesis de pro te ínas y se ve a fec tada todo 
el m e t a b o l i s m o microbiano. Lo m i s m o ocur re cuando se añade el ant ib ió t ico a las tres horas 
de in ic iada la incubación. C u a n d o las células t ienen ya 4 h de incubac ión , se encuent ran 
casi en la e tapa final de la f a se logar í tmica; dos horas antes d e q u e a lcancen el t i empo 
ó p t i m o de incubación en el q u e se presenta mayor act ividad aspar tasa , de acuerdo a los 
resu l tados previamente obtenidos . P o d e m o s observar en este punto , q u e hay un aumen to de 
la ve loc idad de la reacción, el cual depende bás icamente d e la cant idad de enz ima 
intracelular presente , por lo que se cons idera que a partir de es te t i empo de incubación, la 
aspar tasa e m p i e z a a ser sintet izada. El m i s m o cuadro se observa c u a n d o el c loranfenicol es 
añad ido al m e d i o de incubación, a las 5 h de iniciado el per iodo d e incubación. 
E s impor tante señalar, q u e la s íntesis de proteínas es t ructura les también es inhibida 
por el c loranfenicol , lo cuál exp l i ca el compor tamien to que t ienen las células de B. cereus 
q u e p rov ienen de es tos expe r imen tos (que fue ron crec idas b a j o las condic iones 
menc ionadas ) , y que son ut i l izadas, después de comple ta r el pe r iodo de incubación 
p rev iamen te establecido (6 h), en ca l idad de biocatal izado res d e la b io t rans formac ión del 
ác ido f u m á r i c o en aspárt ico sin el u so de p lasmol izador ( to lueno) en el s i s tema 
reaccionante. Los da tos ind ican q u e la pa r ed celular y m e m b r a n a c i top lasmàt ica , se ven 
a f e c t a d a s e n su integr idad ya q u e e s ev iden t e que se inh ib ió la s ín tes i s de pro te ínas q u e 
f o r m a n pa r t e de su es t ruc tura q u í m i c a c o m o l ipoproteínas, y p ro t e ína s d e la m e m b r a n a . D e 
a c u e r d o a da tos de l i teratura, el an t ib ió t i co puede b loquea r la ru ta d e s íntesis del 
p e p t i d o g l i c a n o de la pared celular e n la ú l t i m a etapa de su f o r m a c i ó n 4 2 , 4 3 . Es to se ev idenc ia 
p o r los va lo res de la ve loc idad d e r e a c c i ó n obtenidos , al se r c o m p a r a d o s c o n los va lores 
o b t e n i d o s al ut i l izar células i ncubadas p o r el pe r iodo p rev i amen te e s t ab lec ido ; e s decir , 6 h , 
y s in la p resenc ia del inhib idor , lo q u e s igni f ica q u e la pa r ed ce lu la r y la m e m b r a n a 
c i top lasmàt i ca , t ienen todos sus c o m p o n e n t e s qu ímicos c o m p l e t o s y q u e c o m o hab ía s ido 
e s t ab l ec ido con anter ior idad, pa ra a u m e n t a r la ve loc idad d e la r eacc ión y d i sminui r e l 
p r o b l e m a d e d i fus ión que se p resen ta al ut i l izar células m i c r ob i anas c o m o cata l izadores , e s 
necesa r io a u m e n t a r la pe rmeab i l idad d e la m e m b r a n a y pa red ce lu l a r med ian te el uso de 
p l a s m o l i z a d o r e s o de d i fe rentes t r a t amien to s a las células3"*. 
P o r lo anterior , p o d e m o s c o n c l u i r q u e las cé lu las bac t e r i anas u t i l izadas en este 
p r o c e s o de b io t r ans fo rmac ión , s e e n c u e n t r a n en un es tado d e a n a b i o s i s y q u e el sustrato, 
f u m a r a t o d e amon io , no es u t i l i zado c o m o fuente de nut r ien tes p a r a la rea l ización de 
ac t iv idades metaból icas propias d e la cé lu la , s ino q u e es te e s t r a n s f o r m a d o med ian te la 
r eacc ión ca ta l izada por la e n z i m a o s i s t e m a enz imàt ico q u e fue f o r m a d o en el curso normal 
de la f e rmen tac ión 2 2 3 7 6 3 . 
Tabla 12 
Influencia del cloranfenicol sobre la expresión de la actividad enzimática aspartasa de 
células de B. cereus utilizadas en la biotransformación del ácido fumárico en ácido L-
aspártico en presencia de tolueno como plasmolizador. 
Tiempo de adición 
del cloranfenicol, 
(h) 
Vo (M/min) EE03 CODC. Proteína 
mg/ml 
A.E. EE04 
mmol/mg.s 
Control 6 .8600 0 . 7 8 9 5 1.4481 
1 6 6 .7700 0 . 7 8 0 0 1 .4465 | 
1 5 5 .2000 0 . 6 1 4 4 1 .4105 | 
I 4 3.6000 0 . 3 0 0 0 1.94 
1 3 0 .0000 0 . 0 9 7 4 0 . 0 0 0 0 
1 2 0.0000 0 . 0 8 6 8 0 . 0 0 0 0 
Tabla 13 
Influencia del cloranfenicol sobre la expresión de la actividad enzimàtica aspartasa de 
células de B. cereus utilizadas en la b io transformación del ácido fumárico en ácido L-
aspártico sin plasmolizador en el sistema de reacción. 
Tiempo de adición 
del cloranfenicol, 
(h) 
Vo (M/min) E E 0 3 Conc. Proteína 
mg/ml 
A . E . E E 0 4 
Mmol/mg.s 
Cont ro l 6 .8600 0 .7895 1.4481 
6 0 .7320 0 .7800 0 . 1 5 6 4 
5 1.1900 0 . 6 1 4 4 0 . 3 2 2 8 
4 1 .7800 0 .3000 0 . 9 8 8 8 
3 0 . 0 0 0 0 0 .0974 0 . 0 0 0 0 
2 0 .0000 0 . 0 8 6 8 0 . 0 0 0 0 
5 .8 C O M P A R A C I Ó N E N T R E L O S E S T U D I O S C I N É T I C O S D E C O N S U M O D E 
S U S T R A T O E N L A R E A C C I Ó N A S P A R T A S A , C A T A L I Z A D A P O R C É L U L A S D E 
B. cereus Y E. cloacae,, C U L T I V A D A S B A J O L A S C O N D I C I O N E S I N I C I A L E S Y 
B A J O C O N D I C I O N E S Ó P T I M A S E S T A B L E C I D A S E N E S T E T R A B A J O . 
El anál i s i s g loba l de los resul tados o b t e n i d o s en la se lección del m e d i o d e cu l t ivo m á s 
a d e c u a d o p a r a la exp res ión de la ac t iv idad enz imà t i ca aspar tasa e n cé lu las d e B. cereus, 
a d e m á s d e la op t imizac ión de c a d a c o m p o n e n t e del med io de cu l t ivo , del t i e m p o de 
incubac ión , d e la concen t rac ión de t o l u e n o u t i l izado para pe rmeab i l i za r la m e m b r a n a y 
pared ce lu la r d e las células u t i l izadas , nos permi t ió e fec tuar u n a c o m p a r a c i ó n del 
c o m p o r t a m i e n t o del b iocata l izador f u n d a m e n t a d o en células de B. cereus. a l ser u t i l izadas 
en el p r o c e s o d e b io t r ans fo rmac ión del ác ido f u m á r i c o en el a m i n o á c i d o L-aspár t ico . Los 
resu l tados f ina les se presentan en la Fig. 12 pa ra B. cereus y en la F ig . 13 p a r a E. cloacae. 
Es necesa r io m e n c i o n a r que la op t imizac ión de a lgunos parámet ros , c o m o la in f luenc ia de 
cada c o m p o n e n t e del medio l íquido, so lo f u e rea l izado para cé lu las d e B. cereus, no 
obs tan te , el m e d i o op t imizado t a m b i é n se ut i l izó para cult ivar cé lu las d e E. cloacae y 
o b s e r v a m o s q u e hay un m e j o r a m i e n t o sus tancia l de la ac t iv idad e n z i m à t i c a aspar tasa 
exp re sada p o r és tas células en el p r o c e s o m e n c i o n a d o . La Fig. 12 n o s m u e s t r a q u e se 
presenta u n c o n s u m o de sustrato m á s e f i c i en te a una ve loc idad m a y o r , lo cuá l se ve 
r e f l e j ado e n u n va lor d e act ividad a spa r t a sa m á s al to; es to es, de una ac t iv idad aspar tasa de 
300 U , a u m e n t o a 510 U en cé lu las d e B. cereus. De la Fig. 13, t a m b i é n se ca lculó la 
ve loc idad inicial de la reacción ca ta l i zada p o r cé lu las de E. cloacae y la exp re s ión de la 
ac t iv idad aspa r t a sa , obse rvándose un a u m e n t o sustancial del 6 0 % en a m b o s casos . Los 
va lo res de ve loc idad inicial ob ten idos f u e r o n : de 5 .16 x IO"3 M / m i n a 12.0 x 10 3 M / m i n y 
la ac t iv idad aspar tasa . de 258 U a 600 U . 
Al e f e c t u a r u n a comparac ión d e r e n d i m i e n t o de p roduc to f o r m a d o c o n ot ros 
b ioca ta l i zadores q u e emp lean d is t in tos inves t igadores q u e se m e n c i o n a n e n la l i teratura, 
e n c o n t r a m o s q u e en la reacc ión ca ta l i zada p o r cé lu las de B. cereus c o n 6 h d e incubac ión , 
q u e u t i l i z amos e n nues t ras inves t igac iones , se p r o d u c e n 4 .0 g/h del a m i n o á c i d o L-aspár t i co ; 
en los t r a b a j o s e f e c t u a d o s por inves t igadores rusos 1 7 5 , con células d e E. coli 85 de 18 h de 
incubac ión , o b t i e n e n 2 .16 g/h d e á c i d o L-aspár t ico . C o m p a r a m o s t a m b i é n c o n los 
resu l tados d e inves t igadores j aponese s 1 7 3 q u e t i enen una patente de es te p r o c e s o , en el que 
ut i l izan cé lu las d e B. flcrvum MI -233 , y c o n las q u e obt ienen 3.2 g del a m i n o á c i d o en un 
per iodo d e 3 d ias . C o n respecto a las i nves t igac iones desarro l ladas por V o j t i s e k V . et al , S 9 , 
con cé lu las d e A.metalcaligenes con 48 h d e incubac ión , ob t ienen 2 .3 g / h d e p roduc to ; 
finalmente, s e c o m p a r ó el r end imien to o b t e n i d o con el de otro g r u p o d e inves t igadores 
j a p o n e s e s 1 2 6 q u e ut i l izan una cepa de E. coli A T C C 11303, con 2 0 h de i n c u b a c i ó n y los 
cua les o b t u v i e r o n 2 .6 g/h de ác ido L-aspár t ico . 
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Fig. 12 
Cinética de consumo de fumarato de amonio en la reacción aspartasa catalizada 
por Bacillus cereus cultivada en un medio sin optimización de sus componentes 
(A) y bajo las condiciones establecidas en el presente trabajo (B). 
Condiciones de reacción: Fumarato de amonio-0.5M, pH 8.0, T 37°C, tolueno 
0.8%, MgCl2 0.1%, proteína celular 1.0 mg/ml. 
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Fig. 13 
Cinética de consumo de fumarato de amonio en la reacción aspartasa catalizada 
por Enterobacter cloacae cultivada en un medio sin optimización de sus 
componentes (A) y bajo las condiciones establecidas en el presente trabajo (B). 
Condiciones de reacción: fumarato de amonio- 0.5M, pH 8.0, T 37°C, tolueno 
0.5%, MgCl2 0.1% y proteína celular l-2mg/ml. 
C O N C L U S I O N E S 
1. S e log ró el a i s l a m i e n t o d e d o s c e p a s b a c t e r i a n a s : B. cereus y E. cloacae c o n a l ta 
a c t i v idad a s p a r t a t o a m o n í a c o l i a s a , p a r a se r u t i l i z adas c o m o b i o c a t a l i z a d o r e s e n el 
p r o c e s o d e b i o t r a n s f o r m a c i ó n de l á c i d o f u m á r i c o e n el a m i n o á c i d o L - a s p á r t i c o , e n 
r e a c t o r e s t i p o b a t c h . 
2 . S e s e l e c c i o n ó el m e d i o IV, p a r a la p r o p a g a c i ó n d e los b i o c a t a l i z a d o r e s o b t e n i d o s , y a 
q u e h a y u n a m á x i m a e x p r e s i ó n d e la a c t i v idad a spa r t a sa . El c o n t e n i d o del m e d i o e n % : 
c a l d o nu t r i t i vo - 0 .8 , p e p t o n a - 0 .3 , e x t r a c t o d e l e v a d u r a — 0 .2 , á c i d o L - a s p á r t i c o — 0 .1 . 
3 . S e e s t ab l ec ió q u e p a r a las cé lu las d e B. cereus, el t i e m p o ó p t i m o d e i n c u b a c i ó n a u n a 
t e m p e r a t u r a d e 3 0 - 3 2 ° C y u n a ag i t ac ión c o n s t a n t e d e 2 5 0 r . p .m , e s d e 6 h y q u e el 
c r e c i m i e n t o d e las c é l u l a s c o r r e s p o n d e al final d e la f a s e loga r í tmica . P a r a las c é l u l a s d e 
E. cloacae, c u l t i v a d a s b a j o las m i s m a s c o n d i c i o n e s , e s d e 12 h. y q u e e l 
m i c r o o r g a n i s m o se e n c u e n t r a t a m b i é n al final d e la f a s e loga r í tmica . E s c o n v e n i e n t e 
m e n c i o n a r q u e la t e m p e r a t u r a d e i n c u b a c i ó n f u e s e l e c c i o n a d a de a c u e r d o a los d a t o s 
o b t e n i d o s p o r la A T C C , c u a n d o r ea l i za ron la c o n f i r m a c i ó n de la i d e n t i f i c a c i ó n d e las 
d o s c e p a s a i s l adas . A d e m á s d e lo an te r ior , e f e c t u a m o s u n a c o m p a r a c i ó n d e t i e m p o s d e 
i n c u b a c i ó n q u e r e q u i e r e n las c e p a s q u e u t i l i z an i n v e s t i g a d o r e s j a p o n e s e s c o m o la E. 
coli A T C C N o . 11303 , la cuá l e s c u l t i v a d a d u r a n t e 2 0 h 2 7 - 2 8 2 9 - 3 0 3 1 126 127 y l a u t i l i z ada 
p o r i n v e s t i g a d o r e s r u s o s , E. coli 85 , q u e i n i c i a l m e n t e p r e c u l t i v a r o n 12 h y d e s p u é s 6 h, 
lo q u e d a r í a u n to ta l d e t i e m p o de i n c u b a c i ó n d e 18 h 11-83-176.j77.178.179 
4. D e los expe r imen tos rea l izados para es tudiar la in f luenc ia d e cada c o m p o n e n t e del 
m e d i o l íquido se lecc ionado , se de te rminó q u e el ca ldo nutr i t ivo es el c o m p o n e n t e 
l imitante para el desar ro l lo d e las células d e B. cereus, aunque no d i m i n u y ó la 
concent rac ión e m p l e a d a en el m e d i o control (0 .8%) . L a concent rac ión de p e p t o n a f u e 
d i sminu ida u n 7 0 % ; d e 1% en el m e d i o control a 0 . 3 % en el med io op t imizado . La 
concent rac ión d e ex t rac to de levadura , t ambién d i s m i n u y ó un 6 0 % , de 0.5 a 0 . 2 % en el 
m e d i o op t imizado . A d e m á s , h u b o una m e j o r a sustancial de la act ividad enz imà t i ca 
aspartasa, tanto para B. cereus c o m o para E. cloacae, y a q u e t ambién se ut i l izó el m e d i o 
op t imizado para cul t ivar es tas células. 
5. De l es tudio sobre la in f luenc ia del tolueno, que u t i l i zamos para pe rmeab i l i za r las 
cé lu las de B. cereus y E. cloacae, se deduce q u e en ausenc ia de tolueno, la reacc ión n o 
ocurre , ya q u e uno d e los p rob l emas al uti l izar cé lu las comple tas c o m o b ioca ta l izadores 
en procesos de t r ans fo rmac ión , es p rec i samente la neces idad de a u m e n t a r la 
permeabi l idad de la m e m b r a n a y pared celular para lograr q u e el sustrato en t re a las 
células y se ponga en contac to con la enz i ma intracelular y q u e pos ter iormente sa lga el 
p roduc to al med io exter ior . Se estableció una concen t rac ión óp t ima de to lueno de 0 . 8 % 
para B. cereus, q u e e s 2 0 % m e n o r que la ut i l izada in ic ia lmente . Para las cé lu las d e E. 
cloacae, se es tablec ió u n a concent rac ión de 0 . 5 % del p lasmol izador , que cons t i tuye u n a 
d i sminuc ión del 5 0 % de la ut i l izada inic ia lmente . A d e m á s , se estableció q u e a ú n y 
cuando las cé lu las de E. cloacae p ierden viabi l idad a concent rac iones de t o l u e n o de 
1.5%. es tas no p ie rden su act ividad enzimàt ica , lo q u e es favorable para un p r o c e s o a 
escala industrial ya q u e no se t iene q u e cu idar la in tegr idad del b iocata l izador pa ra q u e 
este man tenga su ac t iv idad enzimàt ica . 
Se d e t e r m i n ó que los biocata l izadores ob ten idos , f undamen tados en cé lu las d e B. cereus 
y E. cloacae, poseen una act ividad me tabó l i ca d i sminuida (es tado de anab ios i s ) cuando 
se u t i l izan e n el p roceso de b io t r ans fo rmac ión del ác ido fumár ico en ác ido L-aspár t ico , 
po r lo q u e se conc luye que la r egu lac ión del metabol i smo med ian te el p roceso de 
inducc ión d e la s íntesis de la aspar tasa , t i ene q u e ser real izado duran te la f e rmen tac ión 
y n o en el p roceso de biotrans fo rmac ión en si, ya q u e en este caso , las cond ic iones de 
reacc ión , d e b e r á n ser establecidas cons ide rando todos los pa r áme t ro s q u e pueden 
afec tar cua lqu ie r reacción qu ímica c o m o la tempera tura , p H , concen t rac ión d e sustrato, 
concen t rac ión de enz ima, etc. y n o las cond ic iones para un p roceso mic rob io lóg ico 
p rop iamen te , lo cuál se hace previo al p roceso de b io t ransformación. 
P E R S P E C T I V A S D E L A I N V E S T I G A C I Ó N 
Esta investigación, const i tuye la base de un proyecto de obtención de L-aminoácidos : ác ido L-
aspártico, L-t i rosina y L-3,4dihidroxÍfenilalanina median te células de microorganismos nat ivas o 
libres e inmovi l izadas , el cuál es propuesto por v e z pr imera en nuestro país y q u e t iene c o m o 
obje t ivo establecer el fundamento científico y tecnológico para la síntesis de los aminoác idos 
mencionados ut i l izando u n método con ampl ias perspectivas, acorde a los requer imientos 
ecológicos actuales, la síntesis enzimàtica basada en la catálisis heterogénea q u e comprende 
además el concepto de biotransformación microbiana . En general, puede decirse que la selección 
de un biocatal izador fundamentado en células microbianas como en el presente trabajo, 
constituye una de las operaciones más críticas en un proceso de biotransformación. 
Las células e n reposo de B. cereus y E. cloacae al ser utilizadas c o m o catal izadores en el 
proceso de b io t ransformación del ácido fumár ico en el aminoácido L-aspártico, t ienen una serie 
de ventajas f ren te a las células que están e n crecimiento o frente a las enz imas aisladas y 
purificadas. En este caso, el proceso es mucho m a s l impio que con las células en crecimiento, y el 
producto es fác i lmente separado. Comparado con enz imas aisladas, estos biocatal izadores en 
reposo, pueden efec tuar reacciones enzimáticas de etapas múltiples sin la necesidad de adicionar 
coenzimas. Para reacciones de una sola etapa, su uso minimiza la pérdida d e actividad 
enzimàtica, lo q u e inevi tablemente ocurre durante el a is lamiento y purif icación de u n a enz ima. 
A d e m á s de las venta jas mencionadas, h e m o s considerado el empleo de las células de B. 
cereus y E. cloacae, en estado inmovil izado, lo cuál permite el uso múl t ip le de los 
biocatal izadores en reactores de f lujo cont inuo proporc ionando además estabil idad a la enz ima 
intracelular; para el lo, se t rabaja actualmente en la selección de soportes de naturaleza pol imèrica; 
entre ellos, k-carragenina, gel de poiiacri lamida y a lcohol polivinilico, este ú l t imo soporte, 
permi te t raba jar con temperaturas m á s e l evadas sin deterioro de la ac t iv idad enzimàt ica , lo que 
por supues to , aumen ta la velocidad de la reacc ión y la formación del p roduc to , el cual es obtenido 
con un al to g rado de pureza y es fác i lmente separado. 
C o n s i d e r a m o s que esta invest igación, p u e d e ser l levada a una esca la industrial en reactores 
en c o l u m n a e m p a c a d o s con células inmovi l i zadas en el soporte m á s a d e c u a d o para ello. Esto es 
impor tan te n o solo desde el punto de vis ta de susti tución de importaciones, ya que nuest ro país no 
p roduce el aminoác ido mencionado, s ino además , contribuye den t ro d e u n a Insti tución de 
Educac ión Super ior , a la formación d e recursos humanos con conoc imien tos adecuados que 
puedan ser ap l icados en la obtención d e o t ras sustancias que podrían ser aminoác idos esenciales, 
ácidos orgánicos , etc. 
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